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 ABSTRAK  
 
Nama :    Nur Anugrah Mallombasi 
Nim :  60300114141 
Judul Skripsi :  Isolasi dan Identifikasi Bakteri Penambat Nitrogen Non 
simbiotik Daerah Perakaran Padi (Oryza Sativa) di 
Kelurahan Balang Kecamatan Binamu kabupaten 
jeneponto 
 
Unsur hara yang dibutuhkan tanaman salah satunya yaitu unsur nitrogen, 
nitrogen dapat terpenuhi melalui dua cara yaitu yang pertama menggunakan pupuk 
kimia yang paling sering digunakan oleh petani. Penggunaan pupuk kimia secara 
berlebihan dalam jangka waktu yang panjang memiliki dampak buruk, yang kedua 
proses penambatan nitrogen secara biologi, yaitu suatu proses penambatan N2 
atmosfer baik itu non simbiotik maupun simbiotik. Pada penelitian kali ini sampel 
yang digunakan yaitu padi (Oryza Sativa) dengan varietas membramo yang di isolasi 
pada rizosfer untuk mengetahui berapa isolat bakteri penambat nitrogen simbiotik 
dan spesies yang mampu memfiksasi nitrogen non simbiotik. Dari penelitian yang 
dilakukan dengan menggunakan media semi solid NfB dan CRA terdapat 5 isolat 
bakteri yaitu K 1, K 4, K 7, K 14, K 16, dari hasil analisis blast maka didapatkan 4 
spesies bakteri apa yang mampu memfiksasi nitrogen daerah perakaran tanaman padi 
(Oryza sativa) yaitu Achromobacter xylosoxidans strain MN001 pada K 1, Bacillus 
cereus strain CC-1 chromosom pada K 4, Bacillus Thuringiensis strain BM-BT15426 
pada K 14, Stenotrophomonas maltophilia strain FDAARGOS 92 Chromosom pada 
K 7 dan K 16.  
 
Kata kunci: Bakteri penambat nitrogen, Padi (Oryza Sativa) 
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ABSTRACT 
 
Name  :   Nur Anugrah Mallombasi 
Student ID Number    :   60300114141 
Title  :  Isolation and Identification of nitrogen-fixing bacteria 
Regional Non Symbiotic Rooting Rice (Oryza sativa) in 
Sub Balang District of Binamu Jenepont 
 
Nutrients needed by the plants one of which is nitrogen, nitrogen can be met 
through two ways: the first use of chemical fertilizer is most often used by farmers. 
Excessive use of chemical fertilizers in the long term have adverse effects, the 
second the process of biological nitrogen fixation, a process tethering either non 
symbiotic N2 atmosphere and symbiotic. the sample used is rice (Oryza sativa) 
variety Membramo in isolation on the rhizosphere to determine how many symbiotic 
nitrogen-fixing bacteria and species capable to fix nitrogen non symbiotic. The resul 
are using the medium of semi-solid NFB and CRA are 5 isolates namely K 1, K 4, K 
7, K 14, K 16, the of BLAST shows four species of bacteria could be capable of 
fixing nitrogen root zone of rice plants (Oryza sativa) is Achromobacter xylosoxidans 
strain MN001 on colony 1, Bacillus cereus strain CC-1 chromosome on colony 4, 
Bacillus thuringiensis strain BM-BT15426 on colony 14, Stenotrophomonas 
maltophilia strain FDAARGOS 92 chromosome found on colony 7 also in colony 
16.  
 
Keywords: Nitrogen-fixing bacteria, Rice (Oryza sativa) 
 
 
 
 
 
1 
 
  BAB  I 
PENDAHULUAN 
 
A. Latar Belakang 
Al-Qur’an menceritakan segala hal yang terjadi di muka bumi, termasuk 
dalam hal penciptaan mahluk hidup. Allah swt. menciptakan berbagaimacam jenis 
tumbuhan sebagaimana allah telah menyiratkan di dalam al-Qur’an. Allah swt. 
berfiman dalam QS. al-An’am/6: 95 yang berbunyi: 
۞َّ ِنإَّٱَّه  للََّّّ ِقناهفَّٱَّ نَّ ة هحََّّهوٱَّ
  ى هو ىنََّّ خ ٍَّ جِسَّٱَّ نَّ ٌ هحََّّه ِمَّٱَّ نَِّت َ همََّّ خ  م هوَّ جِسَّٱَّ
 نَِّت َ همََّّه ِمَّ
ٱَّ نَّ  ٌ هحََّّ
 هذَّ م ِكنَّٱَّ   للََّّّ ي وهأهفََّّ ؤ تَّهنو كهفَّ٥٩ 
Terjemahnya:  
Sesungguhnya Allah menumbuhkan butir (padi-padian) dan biji (kurma). Dia 
mengeluarkan yang hidup dari yang mati dan mengeluarkan yang mati dari 
yang hidup. Itulah (kekuasaan) Allah, maka mengapa kamu masih berpaling 
(Kementrian Agama RI, 2007). 
Shihab (2002). Menafsirkan QS. al-An’am/6: 95 yaitu ayat ini menunjukkan 
salah satu bukti kekuasaan Allah swt., dimana dalam ayat tersebut disebutkan tentang      
penciptaan biji dan embrio tanaman di setiap tempat yang sempit. Sedangkan bagian 
lain biji itu, terdiri atas zat-zat tidak hidup terakumulasi. Ketika embrio itu mulai 
bernyawa dan tumbuh, zat-zat yang terakumulasi itu berubah menjadi zat yang dapat 
memberi makan embrio. Ketika mulai pertumbuhan, dan sel-sel hidup mulai 
terbentuk, biji kedua berubah pula dari fase biji atau bibit ke fase tunas. Saat itu 
tumbuhan mulai dapat memenuhi kebutuhan makanannya sendiri, dari zat garam 
yang larut dalam air di dalam tanah dan diserap oleh akar serabut, dan terbentuknya 
zat hijau daun dari karbohidrat, seperti gula dengan bantuan cahaya matahari. Ketika 
siklus itu sampai pada titik akhirnya, buah-buahan kembali mengandung biji-bijian 
yang merupakan bahan kehidupan baru lagi, dan begitu seterusnya. 
    1 
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Ayat di atas menyiratkan bahwa Allah swt. menciptakan berbagai macam 
tumbuhan dimuka bumi ini yang bermacam-macam dengan masing-masing 
kegunaanya. Disebutkan dalam ayat tersebut bahwa Allah menciptakan tumbuhan 
yang berupa biji, contohnya padi. Padi merupakan tanaman pokok bagi orang 
Indonesia.  
Manusia sebagai ciptaan Allah swt. diciptakan dengan akal dan pikiran yang 
terus berbekembang dapat memanfaatkan alam dengan sebaik-baiknya contohnya 
dengan menanam berbagai macam tumbuhan yang berguna baginya. Di dalam islam 
selain al-Qur’an terdapat petunjuk lain bagi manusia yaitu hadis yang merupakan 
perkataan dari baginda nabi Muhammad saw. yang dapat di jadikan panutan bagi 
umat islam, salah satu hadis tentang pentingnya bercocoktanam disebutkan: 
Artinya: 
...Tidaklah seorang muslim menanam tanaman lalu tanaman itu dimakan 
manusia, binatang ataupun burung melainkan tanaman itu menjadi sedekah 
baginya sampai hari kiamat (HR. Al-Bukhari dan muslim dari anas).  
Tanaman padi (Oryza sativa L) adalah tanaman yang umumnya dikomsumsi 
sebagai sumber energi hampir di seluruh dunia terutama di asia, terkhususnya 
Indonesia yang sangat di pengaruhi oleh keberhasilan panen tanaman padi sehingga 
pada saat mengalami gagal panen dapat berdampak sangat fatal (Yogi, dkk., 2012).  
Indonesia adalah negara agraris yang artinya sumber mata pencaharian utama 
masyarakatnya yaitu pertanian atau bercocok tanam. Hal tersebut tidak lepas dari 
letak geografis indonesia yang berada di daerah tropis, sehingga keadaan cuaca, 
tanah, dan sumber daya lainnya berpotensi tinggi dikembangkan dalam hal sektor 
pertanian (Phahlevi, 2013).  
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Strategi peningkatan produksi padi dapat dilakukan melalui penerapan 
teknologi pengolahan tanaman terpadu (PTT) pada lahan persawahan (Swastika et al, 
2007). Terdapat banyak upaya yang dilakukan di antaranya dengan melakukan 
pemupukan padi agar kebutuhan unsur hara tanaman dapat tercukupi, akan tetapi 
upaya pemupukan tersebut tentunya memiliki batas pemakaian, yang apabila 
digunakan secara berlebihan maka dalam jangka waktu yang panjang akan memiliki 
dampak buruk bagi lingkungan (Widyawati, dkk., 2014).  
Unsur hara yang dibutuhkan oleh tanaman adalah unsur hara makro dan unsur 
hara mikro, dimana salah satu diantaranya adalah unsur hara nitrogen yang 
merupakan kebutuhan penting untuk semua organisme, karena unsur nitrogen 
berperan penting dalam mensintesis molekul-molekul protein yang kompleks yang 
akan mempengaruhi pertumbuhan dan reproduksi organisme. Pada tanaman nitrogen 
merupakan salah satu sumber unsur hara yang penting, sebab jika tanaman 
kekurangan jumlah unsur nitrogen maka akan mempengaruhi pertumbuhan tanaman 
(Sanchez, 1993). 
 Kekurangan unsur nitrogen pada tanaman dapat disuplai melalui dua cara 
yaitu dengan pupuk kimia maupun dari proses penambatan nitrogen secara biologi, 
yaitu suatu proses penambatan N2 atmosfer (yang merupakan bentuk tidak tersedia) 
oleh adanya asosiasi tanaman leguminosa dan bakteri tanah yang dikenal dengan 
rhizobia, sehingga, mikroba penambat N2 merupakan komponen yang penting dalam 
sistem pertanian yang berkelanjutan (sustainable agricultural systems) (Purwantari, 
2008). 
Selama ini para petani banyak menggunakan pupuk kimia dan tidak 
memikirkan dampaknya, yaitu penggunaan pupuk kimia yang dilakukan secara terus 
menerus akan menjadi tidak efektif terhadapa tanaman, hal tersebut disebabkan 
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karena tanah yang sudah jenuh akibat residu sisa bahan kimia (Yogi, dkk., 2012). 
Sehingga tujuan dari pemupukan untuk mencukupkan unsur hara di dalam tanah 
tidak tercapai, dan berdampak pula menyebabkan ekosistem tanah menjadi tidak 
seimbang (Susanto, 2006).  
Masalah ini akhirnya mengantarkan pada alternatif lain yaitu penggunaan 
pupuk hayati. Pupuk hayati merupakan nama yang biasa digunakan untuk semua 
jenis mikroba tanah yang memiliki fungsi sebagai sumber penyedia unsur hara tanah, 
sehingga kebutuhan tanaman dapat tersedia (Simanungkalit, 2006).  
Menurut (Akbari et al, 2007) bakteri yang terdapat di rizosfer seperti 
Enterobacter sp, Azotobacter sp, Azospirillum sp memiliki peran yang sangat 
bermanfaat terhadap tanaman. Tanaman mengeluarkan eksudat yang akan menarik 
mikroba yang menguntungkan untuk berada di rizosfer, sehingga eksudat tersebut 
berperan sebagai sumber nutrisi terhadap mikroba. Sebaliknya mikroba yang berada 
di rizosfer akan mengeluarkan metabolik yaitu berupa senyawa-senyawa aktif 
contohnya yaitu fitohormon. Dimana dalam keadaan tersebut menyebabkan populasi 
mikroba di daerah rizosfer jauh lebih banyak di bandingkan dari tanah biasa. 
Beberapa bakteri penyedia hara yang terdapat pada rizosfer akar disebut sebagai 
rizobakteri pemacu tanaman atau dikenal sebagai PGPR (Plant Growth Promoting 
Rhizobacteria) (Bashan & Holguin,  1998). Menurut (Ecker et al, 2001) dari hasil 
penelitian yang telah dilakukan melaporkan terdapat bakteri Azospirillum yang dapat 
digunakan sebagai biofertilizer (pupuk hayati) karena memiliki kemampuan dalam 
menambat N2 30% dari total N pada tanaman jagung.  
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Gambar1.1. Produksi padi sawah di Kabupaten Jeneponto tahun 2012- 2016    
(Ton) (BPS, 2017)  
Dapat dilihat pada grafik merupakan produksi padi sawah di Kabupaten 
jeneponto yang di ambil dari badan statistik tanaman pangan kabupaten jeneponto. 
Dilihat pada tabel tahun 2015 produksi padi mulai menurun dan kemudiaan naik 
kembali pada tahun 2016 akan tetapi produksinya masih kurang jika di bandingkan 
tahun 2014 yang mencapai 121.202 ton (BPS, 2017).  
Jeneponto merupakan daerah yang memiliki lingkungan yang tergolong 
kering, sehingga dalam penanaman tanaman, terkhususnya padi (Oryza sativa) di 
perlukan kondisi yang mendukung misalnya pupuk yang cukup dan penunjang 
pertumbuhan lainnya. Berdasarkan hal tersebut diatas maka perlunya dilakukan 
penelitian tentang isolasi dan seleksi bakteri penambat nitrogen dari sampel 
perakaran tanaman padi (Oryza sativa) di Kabupaten Jeneponto.  
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B. Rumusan Masalah  
Adapun rumusan masalah pada penelitian yaitu: 
1. Berapa banyak isolat bakteri penambat nitrogen nonsimbiotik asal daerah 
perakaran tanaman padi (Oryza sativa) ? 
2. Spesies bakteri apa yang mampu memfiksasi nitrogen daerah perakaran tanaman 
padi (Oryza sativa)? 
 
C. Ruang Lingkup Penelitian 
Adapun ruang lingkup penelitian ini adalah hanya di batasi mengenai 
kemampuan bakteri memfiksasi N2 dari sampel perakaran tanaman padi (Oryza 
sativa) dengan teknik menumbuhkan isolat bakteri yang mampu memfiksasi N pada 
media NfB (Nitrogen Free Bromthymol Blue), kemudian di seleksi pada media CRA 
serta melakukan pewarnaan gram untuk mengidentifikasi secara morfologi.   
 
D. Kajian Pustaka / Penelitian Terdahulu 
Adapun kajian pustaka / penelitian terdahulu pada penelitian ini yaitu : 
1. Suriaman (2010) melakukan penelitian yang berjudul potensi bakteri indofit dari 
akar tanaman kentang (Solanum tuberosum) dalam memfiksasi N2 di udara dan 
menghasilkan hormon IAA (indole acetid acid) secara in vitro. Hasil penelitian 
menunjukan bahwa semua jenis bakteri endofit baik bakteri tunggal 
(Pseudomonas pseudomallei, Bacillus mycoides  dan Klebsiella ozaenae), maupun 
bakteri kombinasi (kombinasi P. Pseudomallei dengan B. Mycoides; P. 
Pseudomallei dengan K. Ozaenae; Kombinasi P. Pseudomallei dengan B. 
Mycoides dan K. Ozaenae) mampu memfiksasi N2 di udara dan menghasilkan 
hormon IAA secara in vitro. Bakteri endofit tunggal yang mempunyai 
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kemampuan tinggi dalam memfiksasi N2 di udara adalah  K. Ozaenae (1,106 
ppm), sedangkan bakteri kombinasi yang memiliki kemampuan tinggi yang 
menghasilkan N2 di udara adalah kombinasi B. Mycoides dengan K. Ozaenae 
(1,399 ppm). Serta bakteri indofit tunggal yang mempunyai kemampuan tinggi 
menghasilkan IAA adalah bakteri  tunggal K. Ozaenae (0,98 ppm), sedangkan 
bakteri endofit kombinasi yang memiliki kemampuan tinggi menghasilkan IAA 
adalah bakteri kombinasi P. Pseudomallei dengan B. Mycoides (1,16 ppm). 
Adapun perbedaan penelitian sebelumnya yaitu mengidentifikasi bakteri 
penambat nitrogen kombinasi yang di isolasi dari perakaran tanaman kentang.  
2. Isti’anah (2014) melakukan penelitian yang berjudul isolasi dan seleksi bakteri 
penambat nitrogen dan penghasil indole-3-acetic acid asal sampel tanah dari 
Jambi Indonesia mendapatkan hasil yaitu mikroba yang terdapat di dalam tanah 
memainkan peranan penting dalam produktivitas tanaman, terutama dalam proses 
penambatan nitrogen bebas di alam dan menghasilkan substansi zat pemacu 
tumbuh seperti Indole-3-Acetic Acid (IAA) eksogen. Isolat yang dipilih 
merupakan isolat yang dapat membentuk pelikel berwarna putih pada permukaan 
media semisolid tersebut dan mampu mengubah warna media dari hijau menjadi 
biru karena terjadi peningkatan pH. Isolasi menghasilkan sepuluh isolat terpilih 
yang kemudian diidentifikasi morfologinya. Identifikasi morfologi koloni dan sel 
menghasilkan lima isolat. Isolat yang menunjukkan pertumbuhan yang baik yaitu 
isolat A13.1 yang diidentifikasi sebagai Pseudomonas luteola dengan 
menggunakan KIT API 20 NE. Isolat A13.1 menghasilkan IAA eksogen tertinggi 
pada waktu inkubasi hari ke-5 di media NfB. Konsentrasi IAA yang terukur 
sebesar 33,88 ppm. Persaaman penelitian yang dilakukan oleh istianah dengan 
penelitian yang akan dilakukana yaitu untuk menguji aktifitas penambat nitrogen 
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menggunakan media NfB sedangkan perbedaannya yaitu pada sampel dan lokasi 
pengujian serta pengujian uji IAA yang tidak dilakukan.  
3. Putu (2015) melakukan penelitian tentang isolasi, identifikasi, bakteri penambat 
nitrogen non simbiosis dari dalam tanah. Adapun hasil yang di dapatkan dari 
sampel tanah persawahan dapat di isolasi bakteri penambat nitrogen non simbiosis 
yaitu: Azotobacter sp. Media yang di perkaya pada perlakuan 4 yang tersusun atas 
50 gr tanah 0,75 gr manitol + 0,1 gr CaCO3 + 5 ml K2HPO4 3% merupakan media 
yang paling baik untuk pertumbuhan bakteri Azotobacter sp. Adapun persamaan 
penelitian terdahulu dengan yang akan di lakukan yaitu bakteri yang akan di 
seleksi yaitu yang non simbiotik, sedangkan perbedaanya pengujian media yang 
baik untuk pertumbuhan bakteri penambat nitrogen.  
4. Agisti, A dkk (2014) melakukan penelitian tentang isolasi dan identifiasi bakteri 
penambat nitrogen non simbiotik pada lahan restorasi dengan metode legume 
cover crop (lcc) di daerah pasirian lumajang jawa. Hasil penelitian didapatkan 
populasi bakteri penambat N non simbiotik di lahan pertanian Pasirian sebelum 
LCC adalah sebesar 2,7x10 5 CFU/g dan setelah LCC adalah sebesar 1,8x106 
CFU/g, serta didapatkan 30 isolat bakteri penambat nitrogen non simbiotik yang 
mengarah pada genus Azotobacter, Beijerinckia, dan Derxia. Azotobacter 
merupakan bakteri gram negatif cocoid, Beijerinckia merupakan bakteri gram 
negatif basil, dengan katalase positif dan Derxia merupakan bakteri gram negatif 
basil dengan katalase negatif. Adapun persamaan penelitian yang akan dilakukan 
dengan penelitian terdahulu yaitu menguji penambat nitrogen bakteri non 
simbiotik, sedangkan perbedaanya itu pada metode yang digunkan dimana pada 
penelitian ini menggunkan metode legum cover crop (LCC).  
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E. Tujuan Penelitian 
Adapun tujuan penelitian ini yaitu: 
1. Untuk mengetahui berapa banyak isolat bakteri yang mampu menambat nitrogen 
nonsimbiotik asal daerah perakaran tanaman padi (Oryza sativa). 
2. Untuk mengetahui spesies bakteri yang mampu memfiksasi nitrogen asal daerah 
perakaran tanaman padi (Oryza sativa).  
 
F. Kegunaan Penelitian 
Adapun kegunaan dari penelitian ini adalah: 
1. Dapat membuktikan secara ilmiah dan memberikan informasi kepada 
masyarakat penggunaan pupuk ramah lingkungan sehingga mengurangi 
kebutuhan pupuk N sintetis.  
2.  Menambah data ilmiah tentang bakteri penambat N yang di ambil pada sampel 
perakaran tanaman padi (Oryza sativa).  
3. Dapat memberikan pengembangan ilmu pengetahuan tentang penggunaan jenis 
bakteri yang dapat memfiksasi N pada jurusan Biologi dan civitas akademik 
UIN Alauddin Makassar.  
4. Sebagai bahan pembandingan untuk penelitian selanjutnya yang memiliki 
relevansi dengan penelitian ini. 
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BAB  II 
TINJAUAN TEORITIS 
 
A. Ayat yang Relevan 
Di dalam al-Qur’an Allah swt. menyiratkan akan penciptaan makhluk hidup 
termasuk penciptaan mikroorganisme yang merupakan bagian dari mahluk hidup 
ciptaan Allah swt. Allah swt. menurunkan al-Qur’an sebagai pedoman untuk 
manusia dalam melakukan setiap aktivitasnya di dunia termasuk aktivitas berpikir, 
menelaah, menganalisis dan meneliti. Allah swt. berfirman dalam QS al-Furqaan/25: 
2 yang berbunyi: 
ٱًِر نََّّ ًهنۥََّّ ه  مَّ كَّٱَّ هم سنَّ هوَِّتََّّهوٱَّه  لَّ زَِّضََّّ مهن هوََّّ
 رِخ تهٍََّّ دهن هواََّّ مهن هوَّه كهٍََّّ  ًنۥََّّ كٍِس هشٌَِّفَّٱَّ نَّ ه  مَِّكَّ
َّهقهه هخ هوََّّ م كََّّ ٌ هشَّ ءََّّ ي هز دهقهفۥََّّ قهتَّ سٍِداَّ٢َّ 
Terjemahnya:  
Yang mamiliki kerajaan langit dan bumi, tidak mempunyai anak, tidak ada 
sekutu bagi(Nya) dalam kekuasaan(Nya), dan Dia menciptakan segala 
sesuatu, lalu menetapkan ukuran-ukurannya dengan tepat (Kementrian 
Agama RI, 2007).  
Shihab (2003) menafsirkan QS al-Furqaan/25: 2 yaitu hanya dialah pemilik 
kerajaan langit dan bumi. Dia tidak mempunyai anak dan tidak pula ada sekutu bagi-
Nya dalam kepemilikan. Dia telah menciptakan segala sesuatu dan memberikan 
ukuran dan aturan yang sangat cermat kepada masing-masing berupa rahasia-rahasia 
yang dapat menjamin keberlangsungan tugasnya secara teratur (sistematis). 
Demikian pula yang terjadi pada tumbuh-tumbuhanan dan hewan. Masing-masing 
terbagi pada kelompok dan jenis yang berbeda. Sedangkan dalam tahapan 
perkembangannya, sifat-sifatnya berkembang dari makhluk hidup bersel satu, seperti 
mikroba, sampai kepada makhluk hidup yang bersel banyak, seperti manusia yang 
dapat dikatakan paling sempurna. Setiap jenis memiliki sifat-sifat tertentu yang 
       
        10 
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diwarisi dari generasi ke generasi. Semua itu berjalan menurut hukum dan aturan 
yang bersifat konstan dan teliti yang menggambarkan secara jelas kebesaran dan 
kekuasaan Allah Swt. Mahasuci Allah dari apa yang mereka persekutukan. 
Hubungan ayat tersebut dengan penelitian yang akan dilakukan yaitu 
sebagaimana Allah swt. telah menyiratka dalam terjemah ”dan Dia telah 
menciptakan segala sesuatu, dan Dia menetapkan ukuran-ukurannya dengan serapi-
rapinya” sehingga dapat diartikan Allah swt. telah menetapkan segala sesuatu 
dimuka bumi mulai dari manusia sampai mikroba dengan ukuran dan fungsinya 
masing-masing. Sehingga di muka bumi ini tidak satupun ciptaan Allah swt. yang 
tidak memiliki tujuan dari diciptakannya.  
Mikroba tanah memiliki peran penting pada proses siklus nitrogen di alam.  
Unsur nitrogen diperoleh dari jasad renik yaitu bakteri tertentu  yang banyak terdapat 
pada akar baik yang bersimbiosi maupun tidak, dan dapat pula dengan cara embusan 
halilintar yang menerjang bumi sehingga masuk kedalam tanah dan dimanfaatkan 
oleh tanaman, sebagaimana dalam firman Allah swt. dalam QS ar-Ra’d/13: 12 yang 
berbunyi: 
َّهو ٌَّٱًِر نََّّ م كٍِس ٍَّٱَّ نَّ سهبَّهقََّّ و هخَّ فاََّّ ع همهط هواََّّ ئِشى ٍ هوَّٱَّهبا هح سنَّٱَّهلاهق ثنَّ٢٢َّ 
Terjemahnya:  
Dialah yang memperlihatkan kilat kepadamu yang menimbulkan ketakutan 
dan harapan, dan Dia menjadikan  mendung (Kementrian Agama RI, 2007) 
Shihab (2003) menafsirkan QS ar-Ra’d/13:12 yaitu kekuasaan Allah swt. di 
dalam alam raya ini sungguh jelas dan nyata. Dialah, misalnya, yang memperlihatkan 
kilat kepada kalian yang membuat kalian takut melihatnya atau khawatir akan turun 
hujan yang tidak kalian butuhkan lalu memusnahkan tanaman kalian. Atau 
sebaliknya, kilat yang membuat kalian justru sangat berharap akan turunnya hujan 
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lebat yang kalian perlukan untuk memperbaiki tanaman kalian. Dialah pula yang 
membentuk gumpalan awan yang penuh dengan air hujan. 
Dalam ayat tersebut menceritakan bahwa kekuasaan Allah swt. dengan 
memperlihatkan kilat untuk menegur manusia, dan tidak hanya itu kilat memiliki 
peran yang cukup penting pula dalam proses yang lainnya di muka bumi ini 
misalanya dalam proses pemanfaatan unsur nitrogen yang terdapat di atmosfer untuk 
di manfaatkan kembali oleh mahluk hidup.  
 
B. Tinjauan Umum Bakteri Penambat Nitrogen 
Nitrogen adalah unsur yang diperlukan untuk membentuk senyawa penting di 
dalam sel, termasuk protein, DNA dan RNA. Tanaman harus mengekstraksi 
kebutuhan nitrogennya dari dalam tanah. Sumber nitrogen yang terdapat dalam 
tanah, makin lama makin tidak mencukupi kebutuhan tanaman, sehingga perlu 
diberikan pupuk sintetik yang merupakan sumber nitrogen untuk mempertinggi 
produksi. Keinginan menaikkan produksi tanaman untuk mencukupi kebutuhan 
pangan, berakibat diperlukannya pupuk dalam jumlah yang banyak. Industri pupuk 
yang ada belum dapat memenuhi kebutuhan pupuk yang semakin meningkat. Untuk 
itu perlu dicari pupuk nitrogen alternatif dan rekayasa gen hijau yang kelihatannya 
dapat memberikan harapan untuk memenuhi kebutuhan pupuk di masa yang akan 
datang (Dewi, 2007). 
Bakteri penambat nitrogen terdiri atas dua yaitu ada yang hidup bebas (non-
simbiosis), misalnya Azetobakter dan Amilobakter, dan ada yang bersimbiosis 
dengan tanaman legum misalnya Rhizobium (Susanto, 2005).  
Bakteri penambat nitrogen hidup bebas yang sudah banyak dikenal dan 
digunakan sebagai inokulan adalah Azotobacter, Beijerinckia, Azospirillum, dan 
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bakteri endofitik diazotrof lainnya. Pemanfaatan BPN, baik yang diaplikasikan 
melalui tanah maupun disemprotkan pada tanaman mampu meningkatkan efisiensi 
pemupukan N. Dalam upaya mencapai tujuan pertanian ramah lingkungan dan 
berkelanjutan, penggunaan BPN berpotensi mengurangi kebutuhan pupuk N sintetis, 
meningkatkan produksi dan pendapatan usaha tani dengan harga yang lebih murah 
(Antralina, 2015).   
Bakteri Rhizobium spp. merupakan salah satu jenis jasad mikro yang hidup 
bersimbiosis dengan tanaman leguminosa dan berfungsi menambat nitrogen secara 
hayati mulai diperkenalkan pada tahun 1888 oleh Hellriegel dan Wilfarth (Hirsch et 
al, 2001). 
Bakteri Rhizobium yang masuk ke dalam sel akar melalui epidermis akar dan 
membentuk formasi bintil akar melalui pengaturan ulang perkembangan sel luar akar 
(Limpens et all, 2003). Keberhasilan interaksi ini memerlukan koordinasi dari kedua 
proses tersebut. Secara umum, proses infeksi dimulai dengan pengeritingan rambut 
akar, yang diduga disebabkan oleh reorientasi gradual dan konstan ke arah 
pertumbuhan bulu akar (Emons dan Mulder, 2000 dalam Limpens et all, 2003). 
Bakteria tertangkap dalam gulungan bulu akar, kemudian dinding sel tanaman di 
tempat tertentu terdegradasi, sel membran membentuk liang dan material baru 
disimpan oleh tanaman dan bakteri (Armiadi, 2009). 
Secara umum sumber nitrogen yaitu ion-ion nitrat (NO3
-
), yang diserap oleh 
tumbuhan berbentuk nutrien mineral dan dan kemudian diubah menjadi gugusan 
amino (-NH2) serta bahan hidup yang lain yang mengandung nitrogen. Salahsatu 
sumber ion nitrat yang dapat terbentuk dari udara dengan bantuan energi kilat yang 
dengan cepat mencampur nitrogen di udara dengan oksigen, kemudian hujan akan 
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membawa dalam bentuk nitrat ke dalam tanah dalam jumlah yang kecil (Arief, 
1989).  
Salah satu tanda kecukupan  suplai  nitrogen  pada tanaman  dicirikan  
dengan  kecepatan  pertumbuhan  tanaman  dan  warna  daun  hijau  gelap (Tisdale et 
al, 1985). Di atmosfer nitrogen dalam bentuk molekul dan gas dinitrogen (N2) sangat 
berlimpah sekitar  80%  dari  total  gas  atmosfer,  namun  tidak  dapat  langsung  
digunakan  untuk  proses metaboilsme  oleh  tanaman  tingkat  tinggi  atau  binatang.  
Bentuk  nitrogen  yang  dapat  diambil oleh tanaman dari tanah adalah nitrat (NO3
-
) 
dan amonium (NH4
+
) (Barber, 1984; Tisdaleetal., 1985). Kedua bentuk nitrogen 
tersebut sebagian besar berasal dari pupuk dan penambatan nitrogen udara oleh 
mikroba tanah (Danapriatna, 2010). 
Untuk terjadinya proses penambatan nitrogen menurut Hamdi (1982) di 
dalam Danapriatna (2010) dibutuhkan beberapa syarat yaitu: (1) adanya enzim 
nitrogense; (2) ketersediaan sumber energi dalam bentuk ATP; (3) adanya sumber 
penurun potensial dari elektron; (4) adanya sistem perlindungan enzim nitrogenase 
dari inaktivasi oleh oksigen; dan (5) pemindahan yang cepat nitrogen hasil tambatan 
dari tempat penambatan nitrogen untuk mencegah terhambatanya enzim nitrogenase. 
Menurut Purwantari (2008) strategi meningkatkan PNB dalam sistem 
pertanian yaitu:  
1. Seleksi strain yang efektif menambat lebih banyak nitrogen (N2) 
2. Metode inokulasi 
3. Manajemen tanaman inang (breeding leguminosa) 
4. Penggunaan metode agronomi yang berbeda untuk memperbaiki kondisi tanah dan 
mikroba.  
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Hasil lebih baik akan diperoleh dengan kombinasi keempat cara tersebut di 
atas, keterlibatan berbagai disiplin ilmu dalam suatu program penelitian terpadu perlu 
didorong (Purwantari, 2008).  
Menurut Susanto (2005) sumber utama N berasal dari gas N2 dari atmosfir. 
Kadar gas nitrogen pada atmosfer bumi 79%. Jumlah nitrogen sangat tinggi akan 
tetapi belum dapat di manfaatkan oleh tumbuhan tingkat tinggi kecuali dalam bentuk 
yang tersedia, bentuk perubahannya yaitu: 
1. Penambatan oleh mikrobia dan jazad renik ada yang hidup simbiotis dengan 
tanaman legum (kacang-kacangan) ataupun tanaman non legum  
2. Penambatan oleh jazad-jazad renik yang hidup bebas di dalam tanah atau yang 
hidup pada permukaan organ tanaman misalnya daun  
3. Penambatan sebagai oksida karna terjadi pelapasan muatan listrik di atmosfir. 
Penambatan sebagai amonia, NO3
-
 atau CN2 pada proses-proses yang terjadi di 
industri pabrik pupuk sintesis.  
Menurut Susanto (2005) nitrogen di tambat dengan proses dan cara yang 
berbeda-beda, demikian juga sebaliknya terjadi pelepasan N ke atmosfer. 
a. Penambatan nitrogen oleh rhizobia  
Selama berabad-abad penggunaan legum (kacang-kacangan) dalam pergiliran 
tanaman dan penggunaan pupuk kadang merupakan cara-cara yang penting dalam 
penyedian nitrogen  tambahan pada tanaman non legum. Jumlah nitrogen yang di 
tambat oleh rhizobia sangat bervariasi, tergantung pada strain, tanaman inang, dan 
lingkungannya termasuk ketersediaan unsur hara yang diperlukan. Banyak genus dari 
rhizobia yang hanya dapat hidup menumpang pada tanaman inang tertentu (spesifik). 
Misalnya, bakteri yang bersimbiosis dengan kedelai (soybean) umumnya tidak dapat 
bersimbiosis dengan tanaman alfalfa (medicago). Agar kemampuan menambat 
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nitrogen tinggi, maka tanaman inang harus diinokulasi dengan inokulan yang sesuai. 
Penambatan oleh rhizobia maksimum bila ketersediaan hara nitrogen dalam keadaan 
minimum, oleh karena itu, dianjurkan untuk memberikan sedikit pupuk nitrogen 
sebagai starter, agar bibit muda memiliki kecukupan N sebelum rhizobia menetap 
dengan baik pada akarnya, sebaliknya pemupukan nitrogen dengan jumlah yang 
besar atau terus-menerus akan memperkecil kegiatan rhizobia sehingga kurang 
efektif.  
b. Penambatan N yang hidup bebas  
Penambatan nitrogen dalam tanah di lakukan oleh jasad renik yang hidup 
bebas, artinya tidak bersimbiosis dengan tanaman inang. Jasad tersebut antara lain 
gangang hijau-biru (Chyanophiceae) dan bakteri yang hidup bebas. Bakteri yang 
hidup bebas adalah Rhodospirillum sp.  
Menurut (Saika dan Jain, 2007) mekanisme biokimia dari proses penambatan 
N2 yaitu mengubah gas dinitrogen (N2) menjadi amonia dengan katalis enzim 
nitrogenase. 
Enzim nitrogenase berperan  penting dalam penambatan nitrogen yang 
terdapat  dalam  sel  bakteri  penambat  nitrogen.  Nitrogenase  disusun  oleh  dua  
komponen  yang saling  menunjang  yaitu  protein  Fe (komponen  I) dan  protein  
Mo-Fe (komponen  II). Protein Fe berukuran lebih kecil dari komponen II dan 
mempunyai dua sub-unit serupa berukuran masing-masing 30 sampai dengan 72 
kDa, tergantung pada organisme. Setiap subunit berisi satu kluster besi-belerang (4 
Fe dan 4 S
2-
) yang ikut bereaksi pada reaksi redox terlibat dalam konversi N2 
menjadi NH3. Protein  Mo-Fe mempunyai  empat  sub-unit, dengan masa total satu   
molekul   sekitar 180 sampai dengan 235 kDa,  tergantung  pada   spesies organisme. 
Setiap subunit mempunyai dua kluster Mo-Fe-S (Taiz dan Zeiger, 2002). Protein Fe 
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menjadi tidak aktif oleh O2 dalam rentan waktu kerusakan dari 30 sampai dengan 45 
detik. Protein MoFe juga menjadi tidak aktif oleh oksigen, dalam waktu paruh  10 
menit. (Dixon dan Wheeler 1986).  
 
 
 
 
 
G
Gambar 2.1.  Reaksi penambatan nitrogen (Taiz dan Zeiger, 2002) 
Dengan Enzim nitrogenase proses fiksasi N2 terjadi sebagai berikut yaitu 
energy ATP dan elektron feredoksin mereduksi protein Fe menjadi reduktan, 
kemudian redukta itu mereduksi protein Mo-Fe yang kemudian mereduksi N2 
menjadi NH3 dengan hasil sampingan berupa gas H2, dan bersamaan dengan itu 
terjadi reduksi asetilen menjadi etilen yang dapat digunakan sebagai indikator proses 
fiksasi N2 secara biologis (Marschner, 1986; Buchanan et.al., 2000).  
 
C. Tinjauan Umum Rizosfer 
Menurut Simatupang (2008), rizosfer  merupakan  bagian  tanah yang  berada  
di  sekitar  perakaran  tanaman.  Populasi mikroorganisme  di rizosfer umumnya  
lebih  banyak dan beragam di bandingkan  pada tanah  non-rizosfer. Aktivitas 
mikroorganisme rizosfer dipengaruhi  oleh  eksudat  yang dihasilkan  oleh  perakaran  
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tanaman. Beberapa mikroorganisme rizosfer berperan dalam siklus hara dan proses 
pembentukan tanah, pertumbuhan tanaman, memengaruhi aktivitas mikroorganisme, 
serta sebagai pengendali hayati terhadap patogen akar.   
Rizosfer merupakan suatu zona lingkungan mikro yang berada disekitar 
perakaran tanaman. Sering juga diartikan atau dibatasi sebagai material atau bahan-
bahan berukuran mikro dan mikroorganisme yang masih menempel pada akar 
tanaman setelah dilakukan pencelupan dan sedikit digerakkan-gerakkan di dalam air. 
Secara teori luasnya daerah rizosfer sangat dipengaruhi oleh seberapa luasnya daerah 
yang masih tercakup oleh pengaruh aktivitas perakaran tanaman beserta dengan 
mikroorganisme yang berasosiasi dengannya. Daerah rizosfer akan selalu merupakan 
lingkungan dimana kegiatan metabolik selalu lebih aktif, berubah dengan cepat dan 
lebih kompetitif dibandingkan dengan bagian tanah yang ada disekelilingnya. 
Sekedar gambaran bahwa pada daerah rizosfer terdapat sekitar 10
6
-10
9
 sel populasi 
bakteri, dan fungi sekitar 10
5
 sampai dengan 10
6
 per gram tanah rizosfer (Silvia, 
2005). 
Dalam tanah bakteri penambat N lebih banyak dijumpai pada daerah rizosfer 
dari pada daerah non-rizosfer (Franche et al, 2009). Kondisi rizosfer yang optimal 
bagi pertumbuhan bakteri penambat N akan menyebabkan N yang ditambatnya 
semakin maksimal. Lingkungan rizosfer yang sangat mempengaruhi kehidupan 
bakteri penambat N adalah ketersediaan senyawa karbon (C) yang dibutuhkan (Curl 
dan Bryan, 1985).  
Daerah perakaran tanaman (rizosfer) merupakan bagian tanaman yang paling 
kaya akan mikroorganisme (Bruehl, 1987). Tingginya populasi mikroorganisme yang 
ada di rizosfer disebabkan karena pada daerah tersebut merupakan bagian yang 
sangat kaya akan nutrisi seperti asam amino sebagai sumber nitrogen dan gula 
19 
 
sebagai sumber karbon yang dibutuhkan untuk pertumbuhan mikroorganisme 
(Hartono. dkk, 2014) 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 2.2. Skematik potongan akar untuk menggambarkan struktur dari 
Rizosfer (McNear, 2013). 
 
D. Tinjauan Umum Molekuler  
Informasi genetik pada mikroorganisme umumnya di gunakan untuk 
keperluan identifikasi maupun pengelompokan. Identifikasi berdasarkan profil 
genetik dianggap lebih akurat karena tidak dipengaruhi oleh faktor internal misalnya 
tahap pertumbuhan dan faktor eksternal misalnya lingkungan tempat tumbuh (Scheu 
et al., 1998).  
Metode identifikasi mikroorganisme yaitu menentukan fragmen DNA yang 
menjadi target identifikasi, karena memiliki sifat yang unik dan spesifik. Secara 
umum proses isolasi DNA bakteri terdiri dari empat tahap yaitu lisis sel, pemisahan 
DNA dari kontaminan, presipitasi DNA dari pelarut, dan tahap pemurnian atau 
purifikasi bila di perlukan, dengan tujuan untuk memperoleh kualitas DNA yang 
lebih baik  (Espineira et al., 2010).  
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Metode indentifikasi berdasarkan profil genomik berkembang dengan sangat 
pesat dengan di temukannya penemuan instrumen-instrumen biologi molekuler, 
misalnya instrumen PCR (Polymerase Chain Reaction) yang di temukan oleh Kary 
Mullis pada tahun 1983, yang merupakan peneliti di sebuah perusahaan bioteknologi 
the cetus corporation di california, dimana proses penggandaan fragmen DNA target 
(amplifikasi) menjadi lebih cepat dan sederhana (Dwiyitno, 2010).  
 Menurut Handoyo (2000-2001) Proses PCR melibatkan beberapa tahap yaitu 
yang pertama pra-denaturasi DNA templat, kemudian denaturasi DNA templat,  
penempelan primer pada templat (annealing), pemanjangan primer (extension) dan 
pemantapan (postextension). Tahap denaturasi sampai dengan pemanjangan primer 
merupakan tahapan berulang (siklus), di mana pada setiap siklus terjadi duplikasi 
jumlah DNA.  
PCR adalah suatu teknik yang melibatkan beberapa tahap yang berulang 
(siklus) dan pada setiap siklus terjadi duplikasi jumlah target DNA untai ganda. Untai 
ganda DNA templat (unamplified DNA) dipisahkan dengan denaturasi termal dan 
kemudian didinginkan hingga mencapai suatu suhu tertentu untuk memberi waktu 
pada primer menempel (anneal primers) pada daerah tertentu dari target DNA. 
Polimerase DNA digunakan untuk memperpanjang primer (extend primers) dengan 
adanya dNTPs (dATP, dCTP, dGTP dan dTTP) dan buffer yang sesuai. Umumnya 
keadaan ini dilakukan antara 20-40 siklus. Target DNA yang diinginkan (short 
”target” product) akan meningkat secara eksponensial setelah siklus keempat dan 
DNA non-target (long product) akan meningkat secara linier (Newton and Graham, 
1994). 
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Gambar 2.3. Proses umum PCR (Berg et al. 2007) 
Elektroforesis merupakan suatu cara analisis kimiawi yang didasarkan pada 
pergerakan molekul-molekul protein bermuatan di dalam medan listrik (titik 
isoelektrik). Pergerakan molekul dalam medan listrik dipengaruhi oleh bentuk, 
ukuran, besar muatan dan sifat kimia dari molekul (Titrawani, 1996). Media 
penunjang yang biasa dipakai adalah gel agarose, gel pati, gel poliakrilamida dan 
kertas sellulose poliasetat. Cara kerja elektroforesisi terdiri dari beberapa tahap yaitu 
tahap awal ekstraksi enzim, tahap ke dua pembuatan gel pati, tahap ke empat 
penempatan sampel, tahap empat proses elektroforesis, tahap lima visualisasi sistem 
enzim, tahap enam observasi gel dan tahap terakhir yaitu Metode analisis (Pratiwi, 
2001).  
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Informasi pada analisis BLAST memiliki tujuan untuk membandingkan hasil 
yang diperoleh dengan hasil sekuen DNA dari seluruh dunia yang didepositkan pada 
database Gen Bank. Max Score dan Total Score adalah jumlah keselarasan semua 
segmen dari urutan database yang cocok dengan urutan nukleotida. Nilai skor 
menunjukkan keakuratan nilai penjajaran sekuens berupa nukleotida yang tidak 
diketahui dengan sekuens nukleotida yang terdapat di dalam Gen Bank. Semakin 
tinggi nilai skor yang diperoleh maka semakin tinggi tingkat homologi kedua 
sekuens. Query coverage adalah persentasi dari panjang nukleotida yang selaras 
dengan database yang terdapat pada BLAST. Nilai E-value merupakan nilai dugaan 
yang memberikan ukuran statistik yang signifikan terhadap kedua sekuen. Nilai E-
value yang semakin tinggi menunjukkan tingkat homologi antara sekuens semakin 
rendah, sedangkan nilai E-value yang semakin rendah menunjukkan tingkat 
homologi antar sekuens semakin tinggi. Nilai E-value bernilai 0 (nol) menunjukkan 
bahwa kedua sekuens tersebut identik. Identities adalah nilai tertinggi dari persentasi 
identitas atau kecocokan antara sekuen query dengan sekuen database yang 
tersejajarkan (Narita, 2012). 
 
E. Tinjauan Umum Padi  
Padi merupakan biota pokok di sawah yang dapat hidup di ekosistem darat 
dan ekosistem air. Padi dapat hidup baik di sawah maupun di darat (tanpa air 
tergenang) atau di air (lahan beririgasi). Tanaman padi merupakan tanaman yang 
mampu beradaptasi hampir pada semua lingkungan baik itu dataran rendah maupun 
dataran tinggi (2000 m dpl) dari daerah tropis maupun sub tropis terkecuali benua 
antartika (zulman, 2015).  
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Menurut Simanjuntak (2005) padi dapat digolongkan menjadi beberapa 
komponen yaitu: 
1. Komponen vegetatif  
a. Akar  
Fungsi akar padi antara lain  untuk menyerap zat mkanan dan air, dan  
menopang tegaknya batang. akar padi ada dua macam, yakni akar primer dan 
seminal. Akar primer adalah akar yang tumbuh dari kecambah biji padi, sedangkan 
akar seminal adalah akar yang tumbuh dekat ruas batang. 
b. Batang  
Batang padi berfungsi untuk menopang tanaman secara keseluruhan dan 
mendistribusikan zat makanan ke seluruh bagian tanaman. Berbeda dengan batang 
tanaman lain, batang padi memiliki rongga dan ruas. Di awal pertumbuhannya 
bentuk ruasnya  pendek dan bertumpuk. Ruas ini kemudian tumbuh lebih panjang 
dan berongga.  
c. Daun 
Daun padi tumbuh pada ruas batang dengan susunan berselang seling. 
Adapun bagian pada daun padi terdiri atas pelepah daun, helai daun, telinga daun, 
dan lidah daun.  
2. Komponen generatif 
a. Malai 
Malai adalah butir gabah. Letaknya mulai dari ruas batang paling ujung 
sampai sampai ruas batang terakhir. Biasanya terdiri atas 8-10 ruas batang. 
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b. Bunga 
Bunga padi tergolong jenis bunga berkelamin ganda, setiap bunga 
mempunyai enam benang sari yang bertangkai pendek dengan dua tangkai putik dan 
dua kepala putik. 
c. Buah  
Awal penyerbukan dimulai saat serbuk sari menempel pada kepala putik. 
Hasilnya berupa buah padi yang terdiri atas bagian luar yang disebut sekam dan 
bagian dalam disebut kariopsis atau yang dikenal dengan nama beras.  
Beras merupakan bahan pangan pokok bagi 95% penduduk Indonesia 
(Swastika et al., 2007). Laju pertumbuhan penduduk Indonesia sebesar 1.49% per 
tahun menyebabkan kebutuhan beras meningkat. Perubahan fungsi lahan sawah 
menjadi lahan non pertanian akan mengurangi produksi beras sehingga kebutuhan 
beras meningkat. Upaya peningkatan produktivitas padi sawah terus dilakukan untuk 
memenuhi kebutuhan beras dalam rangka menunjang target pemerintah agar 
Indonesia mencapai surplus beras 10 juta ton tahun 2014 (Setyawati, 2012).  
Menurut Anhar (2016), umur tanaman juga dapat mempengaruhi penggunaan 
nitrogen. Varietas tanaman padi yang berumur genjah (kurang dari 125 hari) 
membutuhkan N pada saat fase pertunasan maksimum sampai keluarnya primordia 
(fase inisisasi malai). Untuk varietas tanaman padi yang mudah rebah, pemberian N 
dianjurkan lebih dari satu kali untuk mengurangi bahaya rebah dan kehilangn N 
karena terlarut. Pemberian pupuk N yang tinggi pada awal pertumbuhan akan 
menyebabkan terbentuknya anakan, sebaliknya pembentukan anakan padi terhenti 
bila kandungan N tidak tercukupi. Penelitian yang telah dilakukan didapatkan hasil 
rata-rata yaitu pada saat 60 hari setelah tanam jumlah anakan bertambah saat 
pemberian pupuk urea. 
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Adapun klasifikasi padi adalah sebagai berikut: 
Kingdom : Plantae 
Divisi  : Spermathophyta  
Ordo  : Glumeflorae 
Famili  : Gramineae 
Genus  : Oryza 
Spesies : Oryza sativa (Harja, 2015). 
Pada tanaman padi terdapat bnyak varietas yang bisanya ditanaman oleh 
masyarakat, varietas merupakan sekelompok tanaman dari satu jenis atau spesies 
yang sama di tandai dari bentuk yang sama, bunga, daun, buah, biji, pertumbuhan 
tanaman, dan ekspresi karakteristik genotip atau kombinasi genotip yang dapat 
membedakan dari jenis atau spesies yang sama, yang apabila dilakukan perbanyakan 
tidak terjadi perubahan sekurang-kurangnya satu sifat yang menentukan (Harja, 
2015). 
Salah satu varietas padi yaitu membramo dengan kategori varietas unggul 
nasional (released variety) dengan deskripsi sebagai berikut: 
Gambar 2.4. Padi  (Oryza sativa) (Pemuda tani, 2015) 
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Sk  584/Kpts/TP.240/9/95 tanggal 4 september 1995  
Tetua  Persilangan B6555b-199-40/ Barumun  
Rataan hasil  Kl. 6,5 ton/ha gabah kering giling  
Golongan  Cere  
Umur tanaman  115-120 hari  
Bentuk tanaman  Tegak  
Tinggi tanaman  Kl 105 cm  
Anakan produktif  15-20 malai  
Gabah isi per malai  Kl. 145 biji  
Tabel 2.1 Deskripsi membramo (Harja, 2015).  
 
F. Tinjauan Umum Kabupaten Jeneponto 
Kabupaten Jeneponto memiliki luas wilayah sekitar 74.979 ha atau 749,79 
km
2
. Kabupaten Jeneponto didominasi oleh lahan kering yang luasnya mencapai 
sekitar 40.702 ha atau setara 50,91% total luas kabupaten. Luas lahan sawah irigasi 
dan sawah tadah hujan sekitar 26.272 ha atau sekitar 32,86% dari luas total 
Kabupaten Jeneponto. Kabupaten Jeneponto dari segi iklim digolongkan sebagai 
wilayah yang beriklim kering dibanding dengan kabupaten lainnya yang ada di 
Sulawesi Selatan (BPS, 2010). 
Kabupaten Jeneponto dari segi iklim digolongkan sebagai wilayah yang 
beriklim kering dibanding dengan kabupaten lainnya yang ada di Sulawesi Selatan. 
Namun demikian dengan pemilihan jenis komoditas dan manajemen yang tepat, 
maka lahan pertanian yang ada masih memiliki peluang besar untuk menjadi lokasi 
pengembangan berbagai jenis komoditas unggulan. Agar potensi sumberdaya lahan 
yang tersedia dapat dimanfaatkan secara optimal dan berkesinambungan, maka 
27 
 
mutlak diperlukan ketersediaan data biofisik lahan seperti data iklim, topografi, 
geologi, landform dan sifat fisik serta kesuburannya (Nurland, 2011). 
 
G. Kerangka Befikir 
Adapun kerangka berfikir pada penelitian ini adalah sebagai berikut: 
 
 
 
 
 
28 
 
 
BAB III 
METODOLOGI PENELITIAN 
 
A. Jenis dan Lokasi Penelitian 
Penelitian ini merupakan jenis penelitian kualitatif eksploratif, sedangkan 
lokasi penelitian ini dilakukan pada Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Sains dan 
Teknologi Universitas Islam Negeri (UIN) Alauddin Makassar Samata-Gowa dan 
Laboratorium RS Universitas Hasanuddin Makassar.  
 
B. Pendekatan Penelitian 
  Penelitian ini merupakan penelitian kualitatif eksploratif, yaitu mengisolasi 
bekteri dari rizosfer tanaman padi untuk mengetahui jenis bakteri yang dapat 
menambat nitrogen bebas.  
 
C. Variabel Penelitian 
Adapun variabel penelitian terdiri atas dua diantaranya variabel bebas yaitu 
bakteri pada perakaran tanaman padi dan variabel terikat yaitu uji fiksasi nitrogen 
oleh bakteri.  
 
D. Defenisi Operasional Variabel 
Defenisi oprasional variabel pada penelitian ini yaitu: 
1. Isolasi yaitu proses pengambilan bakteri pada sampel yang akan diuji untuk 
memisahkan antara satu jenis bakteri dan bakteri lain.  
  28 
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2. Seleksi bekteri penambat nitrogen  yaitu untuk memisahkan jenis bakteri yang 
dapat menambat nitrogen dengan bakteri yang lain dengan menggunakan media 
seperti NfB (Nitrogen Free Bromthymol Blue).  
3. Identifikasi berbasis 16S rRNA paling sering digunakan untuk mengidentifkasi 
bakteri, karena panjang basanya ideal yaitu 1540 nukleotida sehingga informasi 
genetik yang dimilikinya cukup banyak dan lebih mudah diolah. 
4. Bakteri penambat nitrogen adalah bakteri yang dapat memfiksasi nitrogen bebas di 
atmosfer sehingga dapat digunkan tanaman untuk memenuhi kebutuhan unsur 
hara sehingga berpotensi mengurangi kebutuhan pupuk N sintetis.  
 
E. Instrumen Penelitian (Alat dan Bahan) 
Instrumen  penelitian  (alat dan  bahan) yang  digunakan adalah sebagai 
berikut: 
1. Alat 
Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini adalah laminar air flow, 
autoklaf, oven, cawan petri, jarum ose, bunsen, pengaduk kaca, incubator, aluminium 
foil, mikroskop, cawan petri, gelas ukur, tabung reaksi, timbangan analitik, 
mikropipet, gelas objek, deck glass, koret api, jarum ose, hot plate, satu set alat 
elektroforesis, UV 49 Transulaminator, computer, tip, spatula, stopwatch, PCR 
Worksatation/cabinet (Scie-Plus)/Biosafety cabinet, Gene Amp PCR System 9700 
(Applied Biosystem), Sub Gel GT Electroforesisi system, Profuge GK-Centrifuge, 
Ice Maker (Memmert), Gel DocXR Model 785. 
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2. Bahan  
Adapun bahan yang digunakan pada penelitian ini yaitu menggunakan sampel 
perakaran tanaman padi (Oryza sativa), garam fisiologis 0,85%, media semisolid 
NfB (Nitrogen Free Bromthymol Blue), asam malat 5,0 g, K2HPO4 0,5 g, MgSO4. 
7H2O 0,2 g, NaCl 0,1 g, CaCl2. 2H2O 0,02 g, indikator bromthymol blue 0,5% dalam 
KOH 0,2 M 2 mL, larutan vitamin B 1 mL, dan larutan hara mikro 2 mL (CuSO4. 
5H2O 40 mg, ZnSO4. 7H2O 0,12 g, H2BO3 1,4 g, Na2MO4. 2H2O 1,0 g, MnSO4. H2O 
1,175 g, FeEDTA 1,64% 4 mL, KOH 4,5 g, 1,75 g agar-agar (Okon et al.1977), 
media CRA (Congo Red Agar) (asam malat 5,0 g, K2HPO4 0,5 g, MgSO4. 7H2O 0,2 
g, NaCl 0,1 g, CaCl2. 2H2O 0,02 g, indikator merah kongo 0,25% dalam akuades 10 
mL, ekstrak khamir 0,05 g ), dan larutan hara mikro 2 mL (CuSO4. 5H2O 40 mg, 
ZnSO4. 7H2O 0,12 g, H2BO3 1,4 g, Na2MO4. 2H2O 1,0 g, dan MnSO4. H2O 1,175 g, 
FeEDTA 1,64% 4 mL, KOH 4,5 g) (Caceres 1982). Nutrien agar (NA), Medium 
pewarnaan gram (alkohol 96%, kristal violet, lodium, safranin), gen 16S-rRNA, 
gSYNCTM DNA Extaction Kit (100 Preps), 200 µl PBS (Phosphat buffer Seline), 
Carrier RNA, S1 Buffer GSB (Gel solubilitation buffer), S2 Buffer GSB (Gel 
solubilitation buffer), Nucleid Acid, alkohol 5%, GD collumn 2 ml Collection tube, 
Proteinase K, Buffer W1, Wash buffer (Geneaid), elution buffer, buffer AL-mix, 
Enzym KAPA Ready Mix, MgCl2, DNA Template, Nuclease Free Water, medic 
cool, primer forward, primer reverse, TBE Buffer 10x, tabung PCR (Sorensen, Cat. 
No 3922), Parafilm (Sigma, Cat. No. 7543), Filter tips 0.5-10µl (MBP, Cat. No 
3922), Filter tips 10-Disposable gloves, VipPlus PCR Chiller, Tabung Eppendorf, 
Loading dye, agarose, dan Marker 100bp.  
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G. Prosedur Kerja  
Adapun prosedur kerja pada penelitian ini yaitu: 
1. Sterilisasi  
a. Sterilisasi panas kering (menggunakan oven)  
yaitu menyiapkan semua alat yang akan disterilkan, membungkusnya 
dengan menggunakan kertas, kemudian memasukkan ke dalam oven dan 
mengatur suhu dan waktu. Setelah sterilisasi selesai, menunggu autoklaf hingga 
dingin sebelum membukanya. 
b. Sterilisasi uap (menggunakan autoklaf)  
Proses sterilisasi yaitu mengisi autoklaf dengan air hingga dasar yang 
berlubang, lalu memasukkan alat yang akan disterilkan, menutup sekrup autoklaf 
dengan rapat. Meletakkan autoklaf di atas tungku kompor gas kemudian 
menyalakannya hingga suhu mencapai 121
o
C. Mematikan kompor gas. Setelah 
sterilisasi selesai, menunggu autoklaf hingga dingin sebelum membukanya. 
2. Pengambilan sampel  
Sampel yang digunakan adalah padi yang telah berumur 3 bulan yang di 
ambil dari Kabupaten Jeneponto Kelurahan Balang Kecamatan Binamu.    
3. Isolasi dan uji aktifitas penambat nitrogen  
Sampel tanah asal rizosfer tanaman padi denagn jenis varietas membramo 
sebanyak lima titik pengambilan sampel dengan kedalaman berfariasi yaitu sampel 
pertama dengan kedalaman 6 cm, sampel ke dua dengan kedalamann 5 cm, sampel 
ketiga dengan kedalaman 5 cm, sampel ke empat dengan kedalaman 9 cm, dan 
sampel ke lima dengan kedalaman 6 cm. Kemudian masing-masing sampel 
diencerkan dari 10
-1
 hingga 10
-7
 menggunakan larutan garam fisiologis 0,85%. 
Sebanyak 0,1 mL sampel pada setiap pengenceran tersebut diletakkan pada media 
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NA (Nutrien Agar) kemudian di inkubasi selama 24 jam dengan suhu 37
o
C. Setelah 
menunggu 24 jam dilakukan karakterisasi dengan melihat morfologi koloni pada 
media NA Dengan menggunakan colony counter.  
Kemudian tahap selanjutnya yaitu Peremajaan bakteri yang dilakukan dengan 
mengambil 1 ose koloni bakteri hasil isolasi dari rhizosfer lalu digoreskan pada 
media NA miring  dan diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37
o
C.  
Hasil peremajaan koloni bakteri kemudian di diletakkan pada media NFB 
(Nitrogen Free Bromthymol Blue) dengan komposisi media NfB (dalam 1 liter) 
adalah sebagai berikut: asam malat 5,0 g, K2HPO4 0,5 g, MgSO4. 7H2O 0,2 g, NaCl 
0,1 g, CaCl2. 2H2O 0,02 g, indikator bromthymol blue 0,5% dalam KOH 0,2 M 2 
mL, larutan vitamin B 1 mL, dan larutan hara mikro 2 mL dengan komposisi sebagai 
berikut CuSO4. 5H2O 40 mg, ZnSO4. 7H2O 0,12 g, H2BO3 1,4 g, Na2MO4. 2H2O 1,0 
g, MnSO4. H2O 1,175 g, FeEDTA 1,64% 4 mL, KOH 4,5 g. pH disesuaikan menjadi 
6,8 dan ditambahkan 1,75 g agar-agar (Okon et al.1977). Isolat yang diduga memiliki 
kemampuan menambat nitrogen bebas menunjukkan perubahan warna media dari 
hijau menjadi biru dan membentuk pelikel berwarna putih pada permukaan media 
(Isti’anah, 2014). 
Isolat yang didapatkan dari hasil isolasi kemudian diseleksi menggunakan 
media CRA (Congo Red Agar) dengan komposisi media CRA (dalam 1 liter), terdiri 
atas: asam malat 5,0 g, K2HPO4 0,5 g, MgSO4. 7H2O 0,2 g, NaCl 0,1 g, CaCl2. 2H2O 
0,02 g, indikator merah kongo 0,25% dalam akuades 10 mL, ekstrak khamir 0,05 g, 
dan larutan hara mikro 2 mL dengan komposisi sebagai berikut CuSO4. 5H2O 40 mg, 
ZnSO4. 7H2O 0,12 g, H2BO3 1,4 g, Na2MO4. 2H2O 1,0 g, dan MnSO4. H2O 1,175 g, 
FeEDTA 1,64% 4mL, KOH 4,5 g. pH disesuaikan menjadi 6,8 dan ditambahkan 15 
g agar-agar (Isti’anah, 2014).  
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5. Identifikasi morfologi secara makroskopik 
Identifikasi secara makroskopik menggunakan media NA (Natrium Agar), 
karena media ini pada umumnya sering di gunakan untuk membiakkan 
mikroorganisme yang tidak selektif atau heterotrof. Dengan menggunkan dua metode 
yaitu menginokulasikan bakteri menggunakan medium NA miring dengan cara 
menggoreskan garis lurus tunggal pada permukaan medium, bertujuan untuk 
nmelihat pigmentasi dan bentuk pertumbuhan gores tunggal, dan menggunakan 
medium NA dalam cawan petri yaitu menggoreskan dengan metode quadran untuk 
melihat pigmentasi, bentuk koloni, tepi koloni, serta elevasi. Kemudian diinkubasi 
pada suhu 28
0
C selama 24 sampai 48 jam (Sukmawaty dan Sari, 2013).  
6. Identifikasi morfologi secara mikroskopik 
Identifikasi  morfologi secara mekroskopik menggunakan metode pewarnaan 
gram, hal ini bertujuan untuk melihat bakteri tersebut apakah memiliki gram positif 
atau negatif, dapat dilihat dari reaksi yang ditunjukan oleh dinding sel setelah di beri 
larutan tinta safranin atau kristal violet. Bakteri yang apabila menunjukan reaksi 
yaitu tetap berwarna ungu dengan pewarnaan menggunakan kristal violet, maka  
menandakan bahwa memiliki gram positif, sedangkan apabila warna ungu yang 
tampak, yang kemudian dicuci menggunakan alkohol hilang, tetapi tetap berwarna 
merah muda karena menahan warna merah dari safranin maka bakteri tersebut 
tergolong ke dalam gram negatif (Sukmawaty dan Sari, 2013). 
7. Identifikasi Molekuler  
Identikasi bakteri penambat nitrogen  
a. Ekstraksi DNA 
Ekstraksi DNA pada dasarnya merupakan serangkaian proses pemisahan 
DNA dari komponen-komponen sel lainnya. Pada ekstraksi DNA ini metode yang 
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digunakan adalah metode ekstraksi DNA Kit (Geneaid DNA Purification Kit). 
Langkah-langkah ekstraksi DNA adalah sebagai berikut: 
1. Preparasi Sampel (sample preparation)  
Sampel bakteri penambat nitrogen dimasukkan ke dalam tabung 
mikrocentrifuge, kemudian tambahkan 200µl (Phospat Buffer Saline), centrifuge 
sampel mengambil pelet.  
2. Cell lisys (Melisiskan sel)  
Masukkan Carrier RNA ke tabung mikrocentrifuge sebanyak 0.6 µl. 
Tambahkan 200 µl Buffer S2 ke dalam tabung mikrocentrifuge sebanyak 500 µl, lalu 
vortex. Tambahkan proteinase K sebanyak 200 µl lalu vortex. Inkubasi selama 10 
menit. Tambahkan 200 µl GSB buffer lalu vortex, inkubasi selama 10 menit. 
3. DNA Binding  
Tambahkan ethanol 200 µl lalu vortex selama 10 detik. Memindahkan semua 
campuran tersebut ke dalam GD Column (Spin column), sentrifugasi pada 13.000 
Rpm selama 1 menit. Buang collection tube yang berada di bawah spin column dan 
mengganti dengan collection tube yang baru. 
4. Wash (Pencucian)  
Tambahkan 400µl buffer W1 lalu sentrifuge selama 1 menit dengan 
kecepatan yang sama kemudian buang cairan yang ada pada collection tube. 
Tambahkan 600µl wash buffer (Geneid) sentifuge selama 1 menit, lalu buang cairan 
pada collection tube dan sentrifuge kembali selama 3 menit. Buang collection tube 
dan letakkan mikrocentrifuge steril pada bagian bawah spin column. 
5. Elution  
Selanjutnya tambahkan 100 µl Elution buffer kemuadian sentrifuge dengan 
kecepatan yang sama selama 1 menit. Cairan yang mengandung DNA yang 
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tertampung pada tabung mikrocentrifuge disimpan pada -4
o
C untuk digunakan 
sebagai template PCR. 
b. Amplifikasi PCR (Polimerase Chain Reaction).  
PCR merupakan suatu proses sitesis enzimatik untuk melipatgandakan suatu 
sekuens nukleotida tertentu secara in vitro (di dalam tabung). Prosesnya meliputi 3 
tahap, yaitu denaturasi dengan suhu 95
o
C selama 30 detik, annealing dengan suhu 
55
o
C selama 30 detik dan ekstention dengan suhu 72
o
C selama 1 menit. 46 Prosedur 
ini dikerjakan pada sampel DNA yang telah diisolasi, ekstrak DNA dari sampel dan 
aquadest sebagai kontrol negatif. "PCR mix" dimasukkan ke dalam tabung PCR 
(Hiroaki, 2009). 
 
 
 
 
 
Tabel 3.1 Komposisi Primer Mix 
Amplifikasi dilakukan dengan menggunakan mesin PCR (DNA thermal 
Cycler). Untuk amplifikasi PCR, tahap awal denaturasi pada suhu 95ºC selama 15 
menit, selanjutnya 94ºC selama 1 menit, annealing pada suhu 55ºC selama 30 detik, 
ekstensi 72ºC selama 1 menit sebanyak 40 siklus dilanjutkan dengan ekstensi akhir 
suhu 72ºC selama 1 menit sebanyak 40 siklus dilanjutkan dengan ekstensi akhir suhu 
72ºC selama 5 menit dan 12ºC ± 30 menit untuk penyimpanan. 
Reaksi  (µl) 
Enzym KAPA ready mix  25 
Mgcl  2 
Fordward primer  1 
Reverse primer  1 
DNA template  5 
Nuclease free water 16 
Total premix 50  
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c. Pembuatan gel agarosa (Elektroforesisi) 
Pembuatan Gen Agarose 2% Agarosa dibuat dengan melarutkan 2 gr agarose 
(BioRad) dalam 100 mL 10 Tris borate EDTA (Ethylene Diamine TetraAcid) (100 g 
Tris base, 27.5 g asam borat, 20 ml 0.5 M EDTA pH 8.0 dalam 1 liter air). Kemudian 
dipanaskan sampai mendidih dan larut (bening). Selanjutnya ditambahkan 2 µl 
ethidium bromida dan dimasukkan dalam pencetak gel yang telah dipasangi sisir. 
Tunggu gel agarosa sampai memadat (sekitar 30 menit). 
d. Elektroforesis  
Gel agarose dimasukkan ke dalam tank elektroforesis yang berisi larutan TBE 
0.5x. masukkan DNA sampel yang telah dicampur dengan cairan “loading dye” ke 
dalam sumur dengan perbandingan 2 : 1, kemudian masukkan Marker 100bp setelah 
keseluruhan sampel telah dimasukkan. Elektroda dihubungkan dengan power supply, 
kemudian dinyalakan selama 1 jam (60 menit). Setelah itu,, alat elektrofofresis 
dimatikan kemudian gel dari alat tersebut diambil. Gel dipindahkan ke dalam UV 
transulaminator kemudian diamati hasilnya pada komputer.  
e. Analisis Data Sekuensing  
Analisis data sekuensing dilakukan dengan menggunakan program software 
DNA star. Untuk analisa sequence alignment, dilakukan dengan membandingkan 
sekuens yang diperoleh (query) dengan yang telah ada pada Gene Bank dengan 
database searches NCBI internet site (http//www.ncbi.nlm.nih.gov) menggunakan 
BLAST (Basic Local AlignmentSearch Tool). Ukuran fragmen hasil amplifikasi PCR 
ditentukan dengan cara dibandingkan antara posisi ukuran penanda DNA (Marker) 
dengan ukuran fragmen sampel. Hasil positif ditunjukkan dengan adanya band pada 
ukuran 996 bps. 
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BAB IV 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
A. Hasil Penelitian  
Dari penelitian yang telah dilakukan, maka di dapatkan hasil pengamatan 
sebagai berikut: 
1. Isolasi bakteri  
Sebanyak 5 sampel asal rizosfer padi (Oryza sativa) varietas membramo 
melalui proses pengenceran 10
-1
 sampai 10
-7
. Dari hasil karakterisasi didapatkan 
hasil yaitu terdapat 17 koloni dengan morfologi sebagai berikut: 
Tabel 4.1. Hasil pengamatan morfologi  
Koloni Ukuran  Karakterisasi 
optik  
Bentuk  Elevasi  Permukaan  Margin  
K. 1 Kecil  Opaque  Spindle Convex  Halus 
mengkilap  
Entire  
K. 2 Sedang  Opaque Spindle Flat  Halus 
mengkilap 
Entire  
K. 3 Sedang  Translucent Spindle Raised  Halus 
mengkilap 
Entire  
K. 4 Sedang  Opaque Irregular  Flat  Halus 
mengkilap 
Entire 
K. 5 Titik  Opaque Spindle Raised Halus 
mengkilap 
Entire  
K. 6 Besar  Opaque Spindle Flat  Halus 
mengkilap 
Entire  
K. 7 Besar  Translucent Spindle Convex  Halus 
mengkilap 
Undulate  
K. 8 Kecil  Opaque 
(kuning) 
Spindle Flat  Halus 
mengkilap  
Entire 
K. 9 Besar  Translucent Rhizoid  Flat  Halus 
mengkilap  
Rhizoid 
K. 10 Sedang              Opaque Filamentous  Flat  Halus 
mengkilap  
Filamentous 
K. 11 Besar  Opaque Irregular  Flat  Berkerut  Undulate   
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K. 12 Besar  Transparant  Spindle  Flat  Halus 
mengkilap 
Undulate 
K. 13 Sedang  Opaque 
(kuning) 
Irregular Flat  Halus 
mengkilap 
Undulate 
K. 14 Titik  Opaque Spindle Convex  Halus 
mengkilap 
Entire  
K. 15 Besar  Translucent  Irregular Flat  Berkerut  Undulate  
K. 16 Sedang  Opaque Irregular Convex  Halus 
mengkilap 
Undulate 
K. 17 Sedang  Opaque Spindle Raised  Halus 
mengkilap 
Entire  
Keterangan : 
 Karakteristik optik      
Opaque  : Tidak dapat ditembus cahaya  
Translucent  : Dapat ditembus cahaya sebagian 
Transparant : Bening 
 Bentuk : 
Irregular  : Tidak beraturan 
Spindle  : Serupa kumparan  
Filamentous : Seperti benang  
Rhizoid   : Seperti akar  
 Elevasi:  
Flat   : Rata  
Convex  : Cembung  
Raised  : Timbul datar  
 Margin  
Entire  : Ujung melengkung        
Undulate  : Berombak  
Filamentous : Berbenang  
Rhizoid  : Seperti akar  
Berdasarkan dari hasil yang di dapatkan kemudian di lanjutkan dengan 
membiakkan koloni bakteri pada media NfB, dari 17 koloni yang diseleksi pada 
media NfB di dapatkan 8 koloni yaitu K 1, K 4, K 7, K  9, K 10, K 12, K 14, K 16. 
Kemudian 8 koloni yang di dapatkan di seleksi pada media CRA untuk 
memisahkan bakteri simbiosis dan non simbiosis penambat nitrogen didapatkan 5 
koloni terpilih pada media CRA terdapat pada tabel 4.2 
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Tabel 4.2 Koloni terpilih pada media CRA 
Kode koloni Gambar  Keterangan  
K 1  
 
 
 
Warna  : Merah muda  
Bentuk : Bulat  
Elevasi: Cembung  
 
 
 
 
K 4  Warna  : Merah muda  
Bentuk : Tidak beraturan  
Elevasi : Cembung  
 
K 7  
 
 
 
 
 
  
Warna  : Merah muda  
Bentuk : Tidak beraturan  
Elevasi : Cembung 
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K 14  
 
 
 
Warna : Merah muda  
Bentuk : Bulat 
Elevasi: Cembung 
 
 
K 16   Warna  : Merah muda  
Bentuk : Tidak beraturan  
Elevasi : Cembung 
 
 
 
2. Hasil pengamatan secara mikroskopik  
Untuk mengetahui bentuk sel bakteri yang terpilih pada media CRA maka 
perlu dilakukan metode pewarnaan Gram. didapatkan hasil bahwa semua bakteri 
Gram negatif seperti terlihat pada tabel pada tabel 4.3  
Tabel 4.3 Hasil pewarnaan Gram  
Kode koloni Ciri sel 
Bentuk Gram 
K 1 Basil - 
K 4 Basil  - 
K 7 Basil  - 
K 14 Basil  - 
K 16 Basil  - 
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3. Hasil uji molekuler  
Adapun hasil uji molekuler menggunkan teknik PCR dengan primer 16S-
rRNA dengan berdasarkan hasil sekuensing yang memperlihatkan urutan basa 
nukleotida sebagai berikut: 
a. Sampel kode K 1 memiliki urutan basa nukleotida  dengan query lenght 971 
sebagai berikut: 
NNNNNGNNNNNNATCGGATNCTGGGCGTAAGCGTGCGCAGGCGGTTCGGAAGAAAGATGTGAAAT
CCCAGAGCTTAACTTTGGAACTGCATTTTTAACTACCGGGCTAGAGTGTGTCAGAGGGAGGTGGAA
TTCCGCGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGATATGCGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGCCTCCTGG
GATAACACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCAC
GCCCTAAACGATGTCAACTAGCTGTTGGGGCCTTCGGGCCTTGGTAGCGCAGCTAACGCGTGAAGTT
GACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCG
GTGGATGATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAAAACCTTACCTACCCTTGACATGTCTGGAATGC
CGAAGAGATTTGGCAGTGCTCGCAAGAGAACCGGAACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCG
TGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCATTAGTTGCTACGAAAGGGC
ACTCTAATGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCT
TATGGGTAGGGCTTCACACGTCATACAATGGTCGGGACAGAGGGTCGCCAACCCGCGAGGGGGAGC
CAATCCCAGAAACCCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAATCG
CTAGTAATCGCGGATCAGCATGTCGCGGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCAC
ACCATGGGGAGTGGGGTTTTACCAGAAGTAGTTAGCCTAACCGCAAGGGGGGGCGATTACCACGGT
AGGATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAGGTTAACGNNATAAC 
b. Sampel kode K 4 memiliki urutan basa nukleotida dengan query lenght 981 
sebagai berikut:  
NNNNNNACNNNCGGANTATTGGGCGTAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAGGTCTGATGT
GAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAG
AGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGT
GGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAA
CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTT
TCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAA
GGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAAT
TCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACCCTAGAGATAG
GGCTTCTCCTTCGGGAGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTG
AGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCATCATTAAGT
TGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAAT
CATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAAAGAGCTGC
AAGACCGCGAGGTGGAGCTAATCTCATAAAACCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAA
CTCGCCTACATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATAC
GTTCCCCGGCCTTGTACACACCCCCCCGTCCCACCACGAGNNTTTGGAGNCCCCAANNCA
GGGGGGAACNCTTTTGGAGCNNNCCCCCCAAAGAGGGNNAAAAAAATGGGGTGNAGCN
AAANCNGGTTNNNNGAAAANANNNNNGGNNC 
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c. Sampel kode K 7 memiliki urutan basa nukleotida dengan query lenght 976 
sebagai berikut: 
NNNNNNNNNNNNNCGGANNCTGGGCGTAAGCGTGCGTAGGTGGTCGTTTAAGTCCGTTG
TGAAAGCCCTGGGCTCAACCTGGGAACTGCAGTGGATACTGGGCGACTAGAATGTGGTA
GAGGGTAGCGGAATTCCTGGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATCAGGAGGAACATCCA
TGGCGAAGGCAGCTACCTGGACCAACATTGACACTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAA
ACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGCGAACTGGATGTTGGGTGC
AATTTGGCACGCAGTATCGAAGCTAACGCGTTAAGTTCGCCGCCTGGGGAGTACGGTCGC
AAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTA
ATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGTCGAGAACTTTCCAGAGATG
GATGGGTGCCTTCGGGAACTCGAACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGT
GAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTGCCAGCACGTAA
TGGTGGGAACTCTAAGGAGACCGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTC
AAGTCATCATGGCCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTACTACAATGGTAGGGACAGAGG
GCTGCAAGCCGGCGACGGTAAGCCAATCCCAGAAACCCTATCTCAGTCCGGATTGGAGT
CTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGT
GAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTTGTTGCACCAG
AAGCAGGTAGCTTAACCTTCGGGAGGGCGCTTGCCACGGTGTGGCCGATGACTGGGGTG
AAGTCGTAACAGGGTANCNAANAAAAG 
d. Sampel kode K 14 memiliki urutan basa nukleotida dengan query lenght 879 
sebagai berikut: 
NNNNNNNNNNTACCNGNNTNTTGGGCGTAAGCGCGCNNACGTGGTTTCTTAGNTCTGAT
GTGTAAGCCCACGGCTCCCCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGGN
AGGAAAAAAGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGT
GGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAA
CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTT
TCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAA
GGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAAT
TCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACCCTAGAGATAG
GGCTTCTCCTTCGGGAGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTG
AGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCATCATTAAGT
TGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAAT
CATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAAAGAGCTGC
AAGACCGCGAGGTGGAGCTAATCTCATAAAACCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAA
CTCGCCTACATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATAN
NTTCCGGGCNNTGTATTAACANCCNTNNNACCACNNNAGGTTNTATC 
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e. Sampel kode K 16 memiliki urutan basa nukleotida dengan query lenght 990 
sebagai berikut: 
NNNNNNNNTNCTCGGATTACTGGGCGTAAGCGTGCGTAGGTGGTCGTTTAAGTCCGTTGT
GAAAGCCCTGGGCTCAACCTGGGAACTGCAGTGGATACTGGGCGACTAGAATGTGGTAG
AGGGTAGCGGAATTCCTGGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATCAGGAGGAACATCCAT
GGCGAAGGCAGCTACCTGGACCAACATTGACACTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAA
ACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGCGAACTGGATGTTGGGTGC
AATTTGGCACGCAGTATCGAAGCTAACGCGTTAAGTTCGCCGCCTGGGGAGTACGGTCGC
AAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTA
ATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGTCGAGAACTTTCCAGAGATG
GATGGGTGCCTTCGGGAACTCGAACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGT
GAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTGCCAGCACGTAA
TGGTGGGAACTCTAAGGAGACCGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTC
AAGTCATCATGGCCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTACTACAATGGTAGGGACAGAGG
GCTGCAAGCCGGCGACGGTAAGCCAATCCCAGAGACCCTATCTCAGTCCGGATTGCAGT
CTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGT
NAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTTGTTGCACCAG
AAGCAGGTAGCTTAACCTTCCGGAGGGCGCTTGCCACCGNNTGGCCGAGGACTGGGGTG
AGGTCGTACAAGAAACCNAATTNNNNAAAAAATCTNCCGNT 
Berdasarkan hasil sekuensing kemudian dianalisis pada Gen Bank 
menggunakan analisis BLAST. Analisis BLAST dilakukan secara online pada 
website NCBI http://www.ncbi.nlm.nih.gov. Di dapatkan hasil yaitu: 
Tabel 4.4 Hasil Analisis BLAST 
Kode sampel Jenis spesies 
Kemiripan 
(%) 
Query coverage 
(%) 
K 1 
Achromobacter 
xylosoxidans 
99% 97% 
K 4 Bacillus cereus 98 % 91 % 
K 7 
Stenotrophomonas 
maltophilia 
99 % 96 % 
K 14   Bacillus Thuringiensis 98 % 94 % 
K 16 
Stenotrophomonas 
maltophilia 
99 % 96 % 
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B. Pembahasan  
Pada penelitian ini menggunakan sampel rizosfer tanaman padi dengan 
varietas membramo dengan kisaran umur tanaman 115 sampai 120 hari dengan tinggi 
kurang lebih 105 cm, membramo merupakan varietas padi unggul yang telah di lepas 
dan dirilis oleh pemerintah melalui Puslitbangtan kepada masyarakat (Puslitbangtan, 
2017).  
Pada penelitian ini dilakukan dengan dua tahapan yaitu isolasi bakteri dan 
identifikasi. Sebelum melakukan isolasi bakteri dimulai dengan melakukan 
pengenceran yaitu proses melarutkan atau melepaskan mikroba dari substratnya ke 
dalam air sehingga lebih mudah penanganannya dengan tujuan untuk mengurangi 
kepadatan bakteri. Pengenceran bertingkat dilakukan terhadap ke 5 sampel tanah asal 
rizosfer kemudian setiap pengenceran dipindahkan sebanyak 0,1 mL ke cawan petri 
dengan metode cawan sebar menggunakan glas beads. Setelah bakteri diinokulasikan 
pada media NA cawan petri kemudian diinkubasi selama 24 jam dengan suhu 37
o
C 
pada inkubator.  
Kemudian dilakukan proses karakterisasi bakteri dengan hasil dari 
pengamatan karaterisasi dapat dilihat dari tabel 4.1, dimana proses karakterisasi yaitu 
melihat ukuran, karakterisasi optik, bentuk, elevasi, permukaan, dan margin satu 
koloni bakteri. Dari hasil karakterisasi didapatkan sebanyak 17 koloni dengan kode 
K 1, K 2, K 3, K 4, K 5, K 6, K 7, K 8, K 9, K 10, K 11, K 12, K 13, K 14, K 15, K 
16, K17, kemudian 17 koloni tersebut diremajakan dengan tujuan untuk 
meregenerasi atau memperbarui sel bakteri dan menjaga ketersediaan nutrisi serta 
memperkecil kemungkinan terjadinya perubahan karakteristik dari kultur murni 
(Sutedjo, 1996). Peremajaan bakteri dilakukan menggunakan media NA miring yang 
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mengandung nutrisi yang dibutuhkan untuk pertumbuhan bakteri, karena semua 
unsur dalam bentuk persenyawaan (Irianto, 2007).  
 Setelah melalui proses peremajaan hasil inkubasi bakteri kemudian di kultur 
pada media NfB selama satu minggu. Media NfB merupakan media semi solid yang 
merupakan media selektif bakteri penambat nitrogen, media ini dikatakan media 
selektif karena komposisi dari media NfB tidak terdapat unsur nitrogen. Sehingga 
bakteri yang tumbuh pada medium NfB menggunakan sumber N yang berasal dari 
NaCl, berdasarkan Cotton dan Wilkinson (1989), bahwa nitrogen murni dibuat 
dengan dekomposisi termal natrium. Bakteri yang dapat menambat nitrogen dapat 
dilihat dengan adanya pelikel berwarna putih pada permukaan media NfB, dan  
melihat perubahan warna media dari warna hijau menjadi warna biru yang 
menunjukan kemampuan bakteri mengubah Ph media dari asam manjadi lebih basa 
(Khumar and Pannerselvam, 2013). Menurut Harran dan Ansori (1992) perubahan 
warna media NfB terjadi karena sifat indikator bromothymolblue yang berubah 
menjadi biru pada pH yang lebih tingggi, sebagai akibat dari adanya aktivitas 
nitrogenase.  
Dari hasil yang didapatkan pada NfB yaitu dari ke 17 koloni yang telah di uji 
hanya terdapat 8 koloni bakteri yang dapat menambat nitrogen berdarkan ciri-ciri 
yang nampak dan perubahan yang terjadi koloni tersebut yaitu K 1, K 4, K 7, K 9, K 
10, K 12, K 14, K 16.  
Pada tahap seleksi menggunakan media CRA, yang merupakan media padat 
yang komposisinya hampir sama dengan media NfB. Tujuan dari media CRA yaitu 
memisahkan bakteri penambat nitrogen nonsimbiosis dan penambat nitrogen 
simbiosis. Pada media CRA seleksi bakteri dilakukan secara aseptis yaitu membil 
koloni pada media NA menggunkan ose yang telah dipijarkan kemudian digores 
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secara kuadran pada media CRA, hasil inkubasi yang dilakukan selama tiga kali dua 
puluh empat jam. Adapun hasil yang di dapatkan yaitu K 1, K 4, K 7, K 14, K 16, hal 
tersebut berdasarkan pengamatan morfologi sehingga ke lima koloni tersebut 
diidentifikasi merupakan penambat nitrogen nonsimbiosis yang menunjukan warna 
merah pada permukaan media, hal tersebut berdasarkan indikator merah kongo 
dalam media CRA dapat membedakan antara kelompok rhizobia dengan kelompok 
penambat N bebas (Cáceres 1982) karena bakteri penambat nitrogen nonsimbiosis 
dapat mengikat warna dari merah kongo.  
Kemudian dilakukan pewarnaan gram. Dari tabel hasil pewarnaan gram dapat 
diketahui bahwa setiap koloni bakteri memiliki bentuk basil serta bersifat gram 
negatif. Akan tetapi untuk mengidentifikasi secara jelas maka diperlukannya 
identifikasi secara molekuler.  
Identifikasi bakteri dapat dilakukan berdasarkan sifat fenotipik yaitu dengan 
melihat hasil pengamatan fisiologi, morfologi koloni, dan pengamatan mikroskopis 
(pewarnaan gram). Identifikasi bakteri berdasarkan sifat fenotipik memiliki 
kelemahan utama, yaitu kerapnya terjadi kesalahan dalam pembedaan spesies galur 
bakteri, dan kemungkinan lain terjadinya kesalahan karena karakter fenotipik bakteri 
tidak statis dan dapat berubah seiring dengan perubahan kondisi organisme dan 
lingkungan hingga menyebabkan evolusi (Aditia, 2016).  
Metode identifikasi berbasis molekuler merupakan metode yang banyak 
dikembangkan pada saat ini hal tersebut karena proses yang menggunakan waktu 
yang lebih cepat dengan tingkat sensitivitas dan spesifisitas yang tinggi, yaitu dengan 
analisis sekuensing gen rRNA. Gen pengkode rRNA digunakan untuk menentukan 
taksonomi, filogeni (hubungan evolusi) serta memperkirakan jarak keragaman antar 
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spesies (rates of species divergence) bakteri. Perbandingan sekuens rDNA dapat 
menunjukkan hubungan evolusi antar organime (Inayatul, 2018).  
Tahap awal yang dilakukan untuk memulai identifikasi molekuler yaitu 
ekstraksi DNA merupakan proses pemisahan benang-benang DNA dengan 
komponen sel yang lain, yang dilakukan dengan prosedur manual dengan memacu 
pada pedoman atau instruksi manual oleh protokol geneaid dengan menggunakan 
Presto
TM
, preparasi sampel (sample preparation), lisis sel (cell lisys), pengikatan 
DNA (DNA binding), pencucian (wash), dan elusi (elution).  
Proses PCR dibutuhkan DNA template yang memiliki fungsi sebagai cetakan 
untuk pembentukan molekul  DNA baru yang sama. Template DNA ini dapat berupa 
DNA kromosom, DNA plasmid ataupun fragmen DNA apapun pada target yang 
dituju (Handoyo, 2000-2001).  
Amplifikasi gen pengkode 16S rRNA dilakukan dengan Polymerase Chain 
Reaction (PCR) untuk mendapatkan sekuen gen 16S rRNA yang akan digunakan 
sebagai bahan sekuensing untuk menentukan jenis bakteri. Hasil sekuensing DNA 
dianalisis menggunakan perangkat bionformatik, Analisis BLAST (Basic Local 
Aligment Search Tool) dilakukan secara online pada website NCBI 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov. untuk menentukan jenis dari isolate tersebut dari 
database Genbank yang ada. Data yang digunakan sebagai input adalah sekuen 16S 
rRNA dari masing-masing isolat. Output program ini adalah tampilan sekuen yang 
memiliki kemiripan tinggi terhadap database (Utama, 2003). Database tentang 
bakteri berdasarkan identifikasi 16S rRNA telah banyak digunakan sehingga 
memudahkan dalam pembandingan. Perpindahan gen 16S rRNA secara horizontal 
tidak dapat terjadi sehingga dapat dijadikan penanda spesies. Gen 16S rRNA bersifat 
universal pada bakteri (Koonin 2003; Santos & Ochman 2004) 
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Analisis yang didapatkan dari hasil BLAST dapat memberikan informasi 
mengenai tentang bakteri yang mempunyai kesamaan dengan urutan DNA sampel 
sehingga bakterin dapat identifikasi. Adapun informasi dari hasil BLAST yaitu 
berupa Max Score dan Total Score merupakan jumlah keselarasan semua segmen 
dari urutan database yang cocok dengan urutan nukleotida, Query Coverage 
merupakan persentasi dari panjang nukleotida yang selaras dengan database yang 
terdapat pada BLAST, E-value menunjukan bahwa semakin tinggi nilai E-value 
maka tingkat homologi antara sekuens semakin rendah, sedangkan nilai E-value yang 
semakin rendah (0) menunjukan tingkat homologi antara sekuens semakin tinggi atau 
identik, dan Identities merupakan nilai tertinggi dari persentasi identitas atau 
kecocokan antara sekuen query dengan sekuen database yang tersejajarkan (Narita, 
2012).  
Berdasarkan Hasil  isolasi  DNA  dari  isolat  K 1, K 4, K 7, K 14, dan K16 
kemudian  dianalisis  dengan metode  PCR  untuk mengamplifikasi  gen   16S rRNA 
menggunakan sepasang primer  universal. Primer forward U1 5'-
CCAGCAGCCGCGGTAATACG-3' dan primer reverse U2 5'-ATCGG (C/T) 
TACCTTGTTACGACTTC-3' (Masri, 2014). Primer Forward berfungsi untuk 
menginisiasi sintesis untai DNA dari ujung 5’--------3’ sedangkan Primer Reverse 
berfungsi untuk Menginisiasi sintesis untai DNA dari ujung 3’--------5’. Maka 
dilakukan elektroforesis dengan hasil menunjukan terdapat pita yang terseparasi dan 
sejajar dengan marka sekitar 996bp, hal tersebut menandakan proses amplifikasi 
berhasil. Selanjutnya, hasil dikirim ke PT. Genetika Science Indonesia yang 
kemudian akan dikirim ke 1
st
 BASE sequencing INT di Malaysia untuk pemetaan 
pasang basa yang berhasil diamplifikasi. Hasil yang diperoleh dari malaysia 
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selanjutnya dianalisis pada Gen Bank menggunakan analisis BLAST, adapun 
hasilnya yaitu:
 
1. Koloni 1 menunjukkan spesies Achromobacter xylosoxidans strain MNOO1, 
Complete genom dengan nilai maximum score 1696, total score 5089, query 
coverage 97% dan identities 99%. Achromobacter xylosoxidans merupakan 
bakteri gram negatif berbentuk basil. Achromobacter xylosoxidans merupakan 
bakteri nitrifikasi yang bersifat oksidatif. Nitrat (NO3)  adalah sumber utama 
nitrogen pada perairan, yang digunakan sebagai nutrien untuk pertumbuhan 
tanaman dan algae. Nitrifikasi merupakan proses oksidasi amonia menjadi nitrit 
dan nitrat merupakan proses yang penting dalam siklus nitrogen pada kondisi 
aerob (Effendi, 2003).  
Adapun klasifikasi Achromobacter xylosoxidans yaitu: 
Kingdom  : bacteria 
Filum   : Proteobacteria 
Kelas   : Beta Proteobacteria 
Ordo  : Burkholderiales 
Famili  : Alcaligenaceae 
Genus  : Achromobacter 
Spesies  : Achromobacter xylosoxidans (Yabuuchi, 1971) 
2. Melalui NCBI dengan melihat panjang nukloetida pada koloni 4 merupakan 
spesies Bacillus cereus strain CC-1 chromosom berdasarkan hasil analisis BLAST 
menunjukkan nilai maximum score 1559, total score 21795, query coverage 91% 
dan identities 98%.  
 Bacillus merupakan bakteri pelarut fosfat mempunyai peran dan fungsi 
penting dalam mendukung terlaksananya pertanian ramah lingkungan melalui 
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berbagai proses, seperti dekomposisi bahan organik, mineralisasi senyawa 
organik, fiksasi hara, pelarut hara, nitrifikasi dan denitrifikasi (Saraswati dan 
Sumarno 2008).  
Marga Bacillus mempunyai sifat fisiologis yang menarik karena tiap-tiap 
jenis mempunyai kemampuan yang berbeda-beda, diantaranya yaitu mampu 
mengdegradasi senyawa organik seperti protein, pati, selulosa, hidrokarbon dan 
agar, mampu menghasilkan antibiotik, berperan dalam nitrifikasi dan dentrifikasi, 
pengikat nitrogen, pengoksidasi selenium, pengoksidasi dan pereduksi mangan 
(Mn), bersifat khemolitotrof, aerob atau fakutatif anaerob, asidofilik atau 
alkalifilik, psikoprifilik, atau thermofilik (Norris Et Al. 1981; Claus & Barkeley 
1986).  
Kim et al. (2005) menyatakan bahwa Bacillus sp. merupakan bakteri 
heterorofik yang berperan dalam proses nitrifikasi dan denitrifikasi dengan jalur 
yang lebih sederhana dibandingkan bakteri autotrof, sehingga lebih efisien dan 
menguntungkan secara ekonomi. B.cereus, B. subtilis dan B. licheniformis dapat 
menggunakan nitrogen dalam kondisi aerob melalui nitrifikasi. Berdasarkan hasil 
penelitian sebelumnya yang dilakukan oleh Kalkowski dan Conrad (1991) 
mengungkapkan bahwa Bacillus cereus dapat menggunakan nitrat dan 
mengeluarkan produk gas N2.  
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Adapun klasifikasi Bacillus cereus yaitu sebagai berikut:  
Kingdom  : Procaryotae  
Filum   : Bacteria  
Kelas  : Schizomycetes  
Ordo   : Eubacteriales  
Famili   : Bacillaceae  
Genus   : Bacillus  
Spesies   : Bacillus cereus (Hadioetomo, 1985) 
3. Berdasarkan hasil sekuensing kemudian dianalisis pada Gen Bank menggunakan 
analisis BLAST di dapatkan spesies pada koloni 7 yaitu Stenotrophomonas 
maltophilia strain FDAARGOS 92 Chromosom dengan nilai maximum score 
1731, total score 6925, query coverage 96% dan identik 99 %. Stenotrophomonas 
maltophilia memiliki bentuk  basil, gram negatif, non-fermenter, non-sporulating 
bakteri yang memiliki flagella polar dan panjang 0.5-1.5 (wahida, 2016). 
Stenotrophomonas maltophilia merupakan bakteri yang sering ditemukan   pada 
rhizosphere atau di tanah sekitar akar tanaman. Bakteri ini dapat ditemukan secara 
luas di lingkungan alami (Pages et al., 2008). 
Genus Stenotrophomonas merupakan genus yang dominan di alam (air, 
tanah, dan tumbuhan) dan memiliki distribusi yang luas serta berperan penting 
dalam siklus nitrogen dan sulfur (Ryan et al., 2009). 
Peranan bakteri endofit diperkuat oleh hasil penelitian Khan dan Doty 
(2009) yang telah berhasil mengisolasi bakteri endofit Enterobacter, Rahnella, 
Rhodanobacter, Pseudomonas, Stenotrophomonas, Xanthomonas dan 
Phyllobacterium dari tanaman ubi (Ipomoea batatas Lam.). Bakteri tersebut 
dinyatakan memiliki kemampuan mengikat nitrogen, memproduksi IAA yang 
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lebih dikenal sebagai auksin, dan meningkatkan ketahanan tanaman terhadap 
linkungan yang kurang menguntungkan 
Adapun klasifikasi Stenotrophomonas maltophilia yaitu: 
Kingdom  : Bacteria 
Filum   : Proteobacteria 
Kelas   : Gammaproteobacteria 
Ordo  : Xanthomonadales 
Famili  : Xanthomonadaceae 
Genus  : Stenotrophomonas 
Species  : Stenotrophomonas Maltophilia (Palleroni & Bradbury 1993) 
4. koloni 14 berdasarkan hasil BLAST merupakan bakteri Bacillus Thuringiensis 
strain BM-BT15426. dengan nilai maximum score 1435, total score 20053, query 
coverage 94% hal tersebut menunjukkan bahwa hasil squensing tidak homolog % 
dan identities 98%. 
Penelitian yang dilakukan oleh Liu dan Han (2004), Kim et al. (2005) dan 
Yang et al. (2011) menunjukkan bahwa Bacillus sp. merupakan bakteri heterotrof 
yang juga mampu melakukan proses nitrifikasi dan denitrifikasi sehingga dapat 
menggunakan amonia, nitrit dan nitrat sebagai substratnya dan mengubahnya 
menjadi gas nitrogen dalam kondisi aerobik. 
Berdasarkan hasil penelitian sebelumnya bahwa Bacillus memang dapat di 
jumpai pada rizosfir padi dan mengkolonisasi dipermukaan akar (Baldani et al. 
1997) dan secara hayati merupakan bakteri heterotrofik dalam tanah dan zona akar 
(Kyuma 2004). 
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Adapun klasifikasi Bacillus Thuringiensis yaitu sebagai berikut:  
Kingdom  : Procaryotae  
Filum   : Bacteria  
Kelas  : Schizomycetes  
Ordo   : Eubacteriales  
Famili   : Bacillaceae  
Genus   : Bacillus  
Spesies   : Bacillus Thuringiensis (Hadioetomo, 1985) 
5. koloni 16 juga merupakan spesies sama dengan koloni 7 yaitu Stenotrophomonas 
maltophilia strain FDAARGOS 92 Chromosom akan tetapi hasil nilai maximum 
score 1692, total score 6770, query coverage 96% dan identik 99%. Maka dapat 
disimpulkan bahwa  K 7 dengan K 16 merupakan spesies yang sama.  
Genus Stenotrophomonas merupakan genus yang dominan di alam (air, 
tanah, dan tumbuhan) dan memiliki distribusi yang luas serta berperan penting 
dalam siklus nitrogen dan sulfur (Ryan et al., 2009). 
Adapun klasifikasi yaitu Stenotrophomonas maltophilia yaitu: 
Kingdom  : Bacteria 
Filum   : Proteobacteria 
Kelas   : Gammaproteobacteria 
Ordo  : Xanthomonadales 
Famili  : Xanthomonadaceae 
Genus  : Stenotrophomonas 
Species  : Stenotrophomonas Maltophilia (Palleroni & Bradbury 1993) 
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BAB V 
PENUTUP  
 
A. Kesimpulan  
Adapun kesimpulan pada penelitian ini yaitu:  
1. Dari penelitian yang dilakukan dengan menggunakan media semi solid NfB dan 
CRA terdapat 5 isolat bakteri penambat nitrogen bebas asal daerah perakaran 
tanaman padi (Oryza sativa) dengan varietas membramo yiatu K 1, K 4, K 7, K 
14, K 16, hal tersebut berdasarkan perubahan media NfB dari berwarna hijau 
menjadi biru karena kemampuan bakteri merubah pH dari asam menjadi basah, 
kemuadian dilanjutkan pada media CRA dengan melihat fenotik bakteri.  
2. Dari hasil analisis blast maka di dapatkan 4 spesies bakteri apa yang mampu 
memfiksasi nitrogen daerah perakaran tanaman padi (Oryza sativa) yaitu 
Achromobacter xylosoxidans strain MN001 pada K 1, Bacillus cereus strain CC-1 
chromosom pada K 4, Bacillus Thuringiensis strain BM-BT15426 pada K 14, 
Stenotrophomonas maltophilia strain FDAARGOS 92 Chromosom pada K 7 dan 
K 16. 
 
B. Saran  
Adapun saran pada penelitian ini sebaiknya pada penelitian selanjutnya atau 
jika ada yang ingin melakukan penelitian serupa sebaiknya melakukan uji penambat 
nitrogen tertinggi agar hasil yang di dapatkan lebih lengkap.   
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Lampiran 
A. Pengambilan sampel  
Sampel 1 
 
 
Sampel 2 
 
 
Sampel 3 
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Sampel 4 
 
 
Sampel 5 
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1.1 Skema kerja  
 
 
 
 
 
 
 
B. Gambar Hasil Karakterisasi  
b.1. sampel 1 
Pengenceran Gambar 
pengenceran 1 
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Lanjutan Gambar Hasil Karakterisasi Sampel 1 
Pengenceran  2 
 
          Pengenceran 3 
 
Pengenceran 4 
 
Pengenceran 5 
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Lanjutan Gambar Hasil Karakterisasi Sampel 1 
Pengenceran 6 
 
Pegenceran 7 
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b.2. sampel 2 
Pengenceran Gambar 
Pengenceran 1 
 
Pengenceran 2 
 
Pengenceran 3 
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Pengenceran 4 
 
Pengenceran 5 
 
Pengenceran 6 
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Pengenceran 7 
 
 
b.3. sampel 3 
Pengenceran Gambar 
Pengenceran 1 
 
Pengenceran 2 
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Pengenceran 3 
 
Pengenceran 4 
 
Pengenceran 5 
 
Pengenceran 6 
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Pengenceran 7 
 
 
b.4. sampel 4 
Pengenceran Gambar 
Pengenceran 1 
 
Pengenceran 2 
 
Pengenceran 3 
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Pengenceran 4 
 
Pengenceran 5 
 
Pengenceran 6 
 
Pengenceran 7 
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b.5. sampel 5 
Pengenceran 1 
 
 Pengenceran 2 
 
Pengenceran 3 
 
Pengenceran 4 
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Pengenceran 5 
 
Pengenceran 6 
 
Pengenceran 7 
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1.2 Skema kerja  
 
 
 
 
 
 
 
 
C. Gambar Hasil Uji Penambat Nitrogen pada Media NfB 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
 
  
K1 K4 K7 
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K9 K10 K12 
K14 K16 
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1.3 Skema kerja  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
D. Gambar Hasil Seleksi pada Media CRA 
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E. Pewarnaan gram  
Nama koloni Keterangan Gambar 
Koloni 1  Basil  
 Gram negatif  
 100 x / 1,25 
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Lanjutan Pewarnaan Gram  
Koloni 4  Basil  
 Gram negatif  
 100 x / 1,25 
 
 
 
 
 
 
Koloni 7   Basil  
 Gram negatif  
 100 x / 1,25 
 
 
 
 
 
 
 
Koloni 9   Basil  
 Gram positif  
 100 x / 1,25 
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Lanjutan Pewarnaan gram  
Koloni 10   Basil  
 Gram negatif  
 100 x / 1,25 
 
 
 
 
 
 
 
Koloni 12  Basil  
 Gram negatif  
 100 x / 1,25 
 
 
 
 
 
 
 
Koloni 14   Basil  
 Gram negatif  
 100 x / 1,25 
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Lanjutan pewarnaan gram  
Koloni 16   Basil  
 Gram negatif 
 100 x / 1,25 
 
 
 
 
 
 
 
   
 
1.4 skema kerja  
F. Gambar Alur Identifikasi Molekuler 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
  
1
.  
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Keterangan :  
1. Persiapan isolate bakteri K 1, K 4, K 7, K 14, K 16 
2. Ektraksi DNA 
3. Sampel dimasukkan kedalam mesin PCR (Polymerase Chain Reaction) 
4. Amplifikasi menggunakan PCR (Polymerase Chain Reaction) (DNA thermal 
Cycler). 
5. Pembuatan Gel Agarosa 
6. Elektroforesis 
 
 
 
 
 
 
  
  
3 4 
5 6 
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G. Gambar Hasil Elektroforesis  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Keterangan:  
 No. 6 = K 1 
 No. 7 = K 4 
 No. 8 = K 7 
 No. 10  = K 14 
 No. 12 = K 16 
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H. Gambar hasil BLAST  
1. Koloni 1 
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2. Koloni 4  
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3. Koloni 7 
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4. Koloni 14  
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5. Koloni 16 
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